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Monoklonska protitelesa zaradi svoje specifičnosti in visoke afinitete vezave postajajo 
vedno pomembnejši element diagnostičnih in terapevtskih aplikacij. S tem je povezano tudi 
vedno večje povpraševanje po protitelesih, čemur poskuša slediti tudi proizvodnja 
monoklonskih protiteles. Za njihovo izolacijo danes večinoma še vedno uporabljamo 
afinitetno kromatografijo na osnovi stafilokoknega proteina A (SpA). SpA je sicer 
visokospecifičen ligand, ampak ima številne pomanjkljivosti, kot so slaba stabilnost liganda, 
njegova visoka cena in nezmožnost vezave IgG3. Zaradi tega se raziskovalci že dlje časa 
trudijo razviti alternativo. Ena izmed možnih alternativ so sintezni peptidni ligandi, ki jih 
odlikujejo nižja cena, manjša imunogenost v primeru prisotnosti v končnem produktu in 
višja proteolitična stabilnost. Prav tako peptidni ligandi izkazujejo nižjo afiniteto vezave, kar 
omogoča elucijo pri milejših elucijskih pogojih. Peptidne ligande dandanes večinoma 
izbiramo z uporabo presejalnih testov, zlasti v kombinaciji z bakteriofagnimi knjižnicami, 
ki vsebujejo večje število različic peptidov, predstavljenih na bakteriofagih. Tako so na 
Katedri za farmacevtsko biologijo, UL FFA, v preteklih letih razvili linearen nonapeptidni 
ligand, sposoben vezave regije Fc protiteles razreda G, katerega afiniteto smo tekom 
magistrske naloge poskušali dodatno izboljšati z optimizacijo aminokislinskega zaporedja. 
1.1 NAMEN DELA 
Namen magistrske naloge je bila priprava novih cikličnih in linearnih različic peptida na 
osnovi aminokislinskega zaporedja peptida Min19Fc Q6D. Nove različice peptidov smo 
izrazili na bakteriofagu v monovalentni obliki (tip predstavitve 3+3). Afiniteto 
izpostavljenih fuzijskih peptidov smo kvalitativno ovrednotili s testom ELISA, kjer smo 
afiniteto vezave novih različic ovrednotili primerjalno na peptid min19Fc Q6D in na podlagi 
tega poskušali razložiti individualen vpliv zamenjav aminokislinskih ostankov. 
1.2 DELOVNE HIPOTEZE  
1. Monovalentni format predstavitve na bakteriofagu bo omogočil primerjavo pravih afinitet 
izraženih peptidnih različic, saj se bomo izognili avidnostnemu efektu, povezanemu s 
konvencionalno predstavitvijo peptidov na fagnem nosilcu v pentavalentnem formatu. 
2. Izhodiščni peptid bo izkazoval različno občutljivost na substitucije posameznih 
aminokislinskih ostankov. 
3. Ciklizacija peptida bo vodila do izboljšane afinitete na račun manjšega znižanja entropije 
ob vezavi na tarčni protein (regijo Fc IgG).  
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2 PREGLED OBJAV 
2.1 IMUNOGLOBULINI G 
Imunoglobulini G (IgG) so najpogostejši razred protiteles v človeškem telesu. Znotraj 
razreda IgG ločimo štiri podrazrede, ki so poimenovani po padajočem redu pojavnosti v 
telesu, in sicer IgG1, IgG2, IgG3 in IgG4 (Schur, 1988). 
Od ostalih razredov protiteles se IgG razlikujejo po težki verigi, ki definira izotip protitelesa 
in vpliva na nabor efektorskih funkcij, ki jih protitelesa opravljajo v telesu. 
2.1.1 Struktura imunoglobulinov G 
Imunoglobulini G so relativno veliki glikoproteini z molekulsko maso ~150 kDa. Podobno 
kot ostali razredi protiteles so IgG sestavljeni iz dveh identičnih težkih verig (γ) in dveh 
lahkih verig (κ ali λ), ki so razdeljene na posamezne domene (Slika 1) (Janeway in sod., 
2001). Težki verigi sta med seboj povezani z disulfidnimi vezmi v regiji pregiba. Prav tako 
je z disulfidnimi vezmi povezana posamezna težka veriga (oz. njena domena CH1)  z lahko 
verigo (domeno CL) (Scott-Taylor in sod., 2017). Zaradi identičnosti težkih oziroma lahkih 
verig lahko posamezno protitelo hkrati veže dva identična epitopa. Vsaka od težkih oziroma 
lahkih verig ima variabilno domeno na N-koncu, preostanek pa v primeru težke verige 
predstavljajo tri konstantne domene, v primeru lahke verige pa ena konstantna domena. 
Zaradi različnih funkcij posameznih regij protitelesa le-te delimo na antigen vezavno regijo 
( Fab) in kristalizabilno regijo (Fc) (Janeway in sod., 2001).  
Regija Fab je sestavljena iz ene variabilne in ene konstantne domene težke (VH, CH1) in lahke 
(VL, CL) verige. Za samo vezavo antigena sta najpomembnejši variabilni domeni, katerih del 
je tudi hipervariabilna regija (angl. complementarity determining region, CDR), ki jo 
sestavljajo tri zanke (CDR1, CDR2, CDR3). Skupaj 6 zank z vmesnimi manj variabilnimi 
ogrodnimi regijami (angl. framework regions) sestavlja paratop oziroma mesto, s katerim se 
protitelo veže na antigen (Janeway in sod., 2001).  
Regija Fc je sestavljena iz po dveh konstantnih domen (CH2, CH3) obeh težkih verig. Njena 
funkcija je predvsem signalizacija ustreznega imunskega odziva ob vezavi sistema 
komplementa ali receptorja za IgG-Fc (FcγR) (Janeway in sod., 2001). Kljub dozdajšnjemu 
prepričanju, da je pri vezavi na FcγR udeležena zgolj regija Fc, so Yogo in sodelavci z 
uporabo mikroskopije na atomsko silo (AFM) dokazali, da je pri vezavi pomembno 
udeležena tudi regija Fab (Yogo in sod., 2019). 
Na efektorsko funkcijo IgG vpliva glikozilacija asparagina na 297. mestu v aminokislinskem 
zaporedju regije Fc. Variacije v glikozilacijskem profilu vplivajo na spremenjeno afiniteto 
protiteles do FcγR in posledično na funkcijo protiteles (Kapur in sod., 2014). Rudd in 
sodelavci (1991) so dokazali, da z inhibicijo procesa glikozilacije protitelesa z mutagenezo 
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ali hidrolizo glikanov iz regije Fc z glikozilazo, popolnoma onemogočimo sposobnost 
protitelesa za vezavo na FcR in zmanjša njegovo afiniteto do proteinskega kompleksa C1q 
za faktor tri. 
 
Slika 1: Struktura protitelesa (prirejeno po Murphy in sod., 2016). 
2.1.1.1 Strukturne razlike med podrazredi IgG 
Čeprav med posameznimi aminokislinskimi zaporedji podrazredov IgG obstaja več kot 90% 
homologija, med podrazredi obstajajo funkcionalno pomembne razlike. Večina razlik se 
nahaja na območju regije pregiba in N-koncu domene CH2, prav to območje pa je 
soudeleženo pri vezavi komplementa in FcγR. Ključna razlika je dolžina regije pregiba, ki 
je v primeru IgG1 sestavljena iz 15 aminokislinskih ostankov, pri IgG2 in IgG4 pa zgolj iz 
12 aminokislinskih ostankov. V primeru IgG3 je regija pregiba sestavljena iz 62 
aminokislinskih ostankov, kar je posledica duplikacije eksona regije pregiba. Zaradi razlik 
v dolžini regije pregiba in razlik v aminokislinski sestavi le-te, prihaja tudi do razlik pri 
tvorbi disulfidnih vezi med obema težkima verigama. Posledica zgoraj napisanega je 
različna možnost vezave na FcγR in C1q s strani posameznega podrazreda IgG, kar vodi v 
različne efektorske funkcije podrazredov IgG. Razlike v regiji pregiba vplivajo tudi na 
različno vezavo podrazredov IgG na protein A (Vidarsson in sod., 2014). 
2.1.2 Aplikacije monoklonskih protiteles 
Lastnost protiteles, da se močno in specifično vežejo na določen epitop antigena je 
omogočila razvoj raznovrstnih aplikacij na področju zdravljenja, diagnostike in 
molekularno-bioloških raziskav. V preteklih letih smo jih v okviru diagnostičnih in 
raziskovalnih aplikacij pričeli uporabljati tudi v biočipih in hitrih antigenskih testih.  
4 
Martinšek K. Poskus optimizacije peptidnih ligandov regije Fc imunoglobulinov G. 
   Mag. delo. Ljubljana, Univ. v Ljubljani, Biotehniška fakulteta, Študij biotehnologije, 2021  
 
 
2.1.2.1 Diagnostične in raziskovalne aplikacije monoklonskih protiteles 
V primeru diagnostičnih aplikacij izkoriščamo sposobnost monoklonskih protiteles za 
vezavo na specifičen antigen, kar lahko izkoristimo za identifikacijo, kvantifikacijo in 
lokalizacijo tarčnih molekul oziroma celic. Imunološki testi, kot so prenos western, 
encimskoimunski test (test ELISA), pretočna citometrija in ostali testi, ki temeljijo na 
monoklonskih protitelesih, so danes najpogosteje uporabljeni diagnostični testi (Tetin in 
Stroupe, 2004). S konjugacijo protiteles s fluorofori, radioaktivni izotopi ali pa encimi nam 
omenjeni testi omogočajo kvalitativno in kvantitativno detekcijo širokega nabora proteinov, 
različnih vrst celic, toksinov, krvnih skupin pri ljudeh, hormonov, virusov in drugih 
antigenov, za katere je mogoče pridobiti ustrezna protitelesa (Khan, 2014). 
Napredek razvoja na področju materialov, elektrotehnike in 3D tiskanja je omogočil 
integracijo različnih laboratorijskih funkcij na integriranem vezju. Biočipi omogočajo 
hkratno izvedbo večjega števila analiz, s čimer se zmanjšata čas, potreben za izvedbo 
diagnostike, in količina vzorca, ki ga je potrebno nanesti. Aplikativnost tehnologije so 
prikazali Schulz in sodelavci (2019), ki so z aplikacijo monoklonskih protiteles razvili biočip 
za hitro detekcijo fiko, miko in afla toksinov, na osnovi merjenja nastalega električnega toka 
kot posledice aktivnosti poročevalske encimske reakcije. Askari in sodelavci (2001) pa so 
zasnovali biočip za detekcijo tumorskega proteina p53 na osnovi fluorescence.  
Z nižanjem cen proizvodnje so monoklonska protitelesa pričeli uporabljati tudi v različnih 
komercialnih hitrih testih, ki v zadnjem času vstopajo na tržišče. To je še posebej aktualno 
v času pandemije SARS-CoV-2, saj je razvoj hitrih antigenskih testov za detekcijo virusnih 
okužb omogočil hitro identifikacijo kužnih oseb, kar pripomore k omejevanju širjenja virusa 
(Pavlova in sod., 2020).  
2.1.2.2 Terapevtske aplikacije monoklonskih protiteles 
Terapevtska monoklonska protitelesa predstavljajo eno najperspektivnejših skupin bioloških 
zdravil. Do danes so v okviru kliničnih raziskav vrednotili preko 570 terapevtskih protiteles. 
Hitrost, s katero v klinične raziskave vstopajo nova terapevtska monoklonska protitelesa, se 
z vsakim letom povečuje. Protitelesa lahko za terapevtske namene uporabljamo neposredno 
ali posredno. Pri neposrednih aplikacijah z vnosom terapevtskih protiteles izkoriščamo 
človeškemu telesu lastne mehanizme (tj. s komplementom posredovana citotoksičnost (angl. 
CDC), s protitelesi posredovana celična citotoksičnosti (angl. ADCC) in s protitelesi 
posredovana fagocitoza (angl. ADCP)), katerih rezultat je apoptoza ali fagocitoza tarčnih 
celic (Berger in sod., 2002).  
S komplementom posredovana citotoksičnost je ena izmed efektorskih funkcij protiteles IgG 
in IgM. Ob vezavi protiteles na površinski celični antigen protitelesa z regijami Fc 
interagirajo s proteinskim kompleksom C1q. To aktivira kaskado, ki vodi v nastanek por na 
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površini tarčne celice in posledično povzroči lizo celice (Zhou in sod., 2008). Ob tem je 
pomembno izpostaviti, da je za aktivacijo kaskade potrebna močna vezava C1q na kompleks 
antigen-protitelo, ki pa je neposredno pogojena z gostoto na antigen vezanih protiteles in 
izpostavljenih regij Fc (Kishore in Reid, 2000).  
S protitelesi posredovana celična citotoksičnost je poseben mehanizem imunske obrambe, 
ki za aktivacijo potrebuje relativno kratko inkubacijsko dobo za močan odziv, ki ni vezan na 
predhodno aktivacijo v ADCC udeleženih efektorskih celic  (Hashimoto in sod., 1983). Pri 
tem so udeležene celice ubijalke, monociti, makrofagi, nevtrofilci, eozinofilci in dendritične 
celice, pri čemer so celice ubijalke najpogosteje udeležen celični tip (Zahavi in sod., 2018). 
Ob interakciji regije Fc protiteles s FcR, prisotnimi na celicah ubijalkah, le-te sprostijo 
grancime in perforine. Perforini na celični površini tvorijo pore, skozi katere v tarčno celico 
vstopi grancim, ki povzroči apoptozo oziroma lizo tarčne celice (Roman in sod., 2014). 
S protitelesi posredovana fagocitoza temelji na interakciji regije Fc protiteles s FcR na 
fagocitih (monociti, makrofagi, nevtrofilci). Ob interakciji protiteles, vezanih na površini 
antigena, s FcR na fagocitih, fagociti opsoniziran antigen fagocitirajo. Fagocitiran antigen 
se v notranjosti fagocita nahaja v posebni celični strukturi, imenovani fagosom. V fagosomu 
je antigen podvržen razgradnji preko tvorbe fagolizosoma, ki nastane z zlitjem fagosoma z 
lizosomom. Fagocitoza nato vodi v različne imunske odzive, odvisno od vrste fagocita. 
Fagocitoza z makrofagi omogoči predstavljanje antigena v okviru histokompatibilnega 
kompleksa razreda II (MHC II), fagocitoza s strani dendritičnih celic, pa poleg predstavitve 
antigena povzroči še povišanje sekrecije interferona alfa s strani le-teh (Tay in sod., 2019).  
Na tržišču je danes dostopnih že več klinično odobrenih monoklonskih protiteles, ki s 
kombinacijo mehanizmov CDC, ADCC in ADCP kot tudi receptorskega antagonizma 
omogočajo zdravljenje kolorektalnega raka, limfoma, levkemije, raka dojke, pljučnega raka 
in drugih rakavih obolenj (Lu in sod., 2020). 
Pri posrednih aplikacijah protiteles le-ta konjugiramo s citokini, encimi, radioaktivnimi 
izotopi ali citotoksini oziroma kemoterapevtiki. Protitelesa tu izkoriščamo zgolj za 
prepoznavanje in dostavo prej omenjenih spojin do tarčnih celic, kar je z vidika prejemnika 
terapije pozitivno, saj se s tem izboljša učinkovitost terapije ob zmanjšanju neželenih 
učinkov (večja specifičnost delovanja) in vnosa terapevtikov. Podobno kot neposredne 
aplikacije so posredne aplikacije monoklonskih protiteles usmerjene predvsem v zdravljenje 
rakavih obolenj. Posredne aplikacije med drugim omogočajo zdravljenje raka dojke, 
pljučnega raka in raka debelega črevesja (Nejadmoghaddam in sod., 2017). Poleg tega lahko 
terapevtska protitelesa na zdravljenje vplivajo posredno, z vezavo na receptor oziroma 
ligand, s čimer blokirajo njegovo funkcijo, na primer zaviranje imunskega odziva do celice, 
na kateri je receptor prisoten. Primer tega je monoklonsko protitelo ipilimumab, katerega 
tarča je označevalec pripadnosti 152 (CD152), ki je prisoten na rakavih celicah. Receptor 
CD152 namreč deluje kot zaviralec funkcije limfocitov T, kar onemogoči imunsko obrambo 
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proti rakavim celicam. Z blokado receptorja CD152 se okrepi aktivnost limfocitov T proti 
rakavim celicam (Callahan in Wolchok, 2013). 
2.1.3 Pridobivanje monoklonskih protiteles 
Kot je opisano v prejšnjem poglavju, imajo monoklonska protitelesa zaradi svoje 
sposobnosti specifične vezave na tarče širok razpon možnih aplikacij. Večja aplikativnost 
protiteles pa je neposredno povezana z zmeraj večjo potrebo po protitelesih, čemur poskuša 
slediti tudi proizvodnja oziroma pridobivanje protiteles. 
Monoklonska protitelesa so protitelesa, ki izvirajo iz enega limfocita B oziroma iz enega 
klona limfocitov B. Med monoklonskimi protitelesi obstajajo razlike zaradi usmerjenosti 
proti različnim antigenskim determinantam, hkrati pa se razlike pojavijo tudi zaradi 
naključnih somatskih mutacij limfocitov B tekom zorenja imunskega odziva (Berger in sod., 
2002). 
Prvi koraki pri klasičnem pridobivanju protiteles so imunizacija živali s tarčnim antigenom, 
tvorba hibridomov in njihova selekcija. Za to je bil ključen razvoj hibridomske tehnologije 
(Slika 2) s strani Kohlerja in Milsteina leta 1975. Hibridomi omogočajo proizvodnjo enega 
razreda protiteles oziroma monoklonskih protiteles, prav tako pa so le-ti nesmrtni, kar 
omogoča proizvodnjo večjih količin protiteles. Približno 30 dni po imunizaciji živali 
izoliramo limfocite B iz vranice. Z združitvijo izoliranih limfocitov z mielomskimi celicami 
nato tvorimo hibridome. Sledi selekcija z gojiščem HAT, s čimer odstranimo vse izhodne 
celice in fuzijske celice, ki so nastale s fuzijo limfocitov B oziroma s fuzijo mielomskih celic 
(Carvalho in sod., 2017). Preostali hibridomi so nato podvrženi selekciji na osnovi afinitete 
protiteles do tarčnega antigena. 
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Slika 2: Prikaz hibridomske tehnologije (prirejeno po Khan, 2014). 
Prvo terapevtsko monoklonsko protitelo je bilo mišje protitelo (muromonab-CD3), 
pridobljeno z zgoraj opisano hibridomsko tehnologijo. Izkazalo se je, da večkratna uporaba 
muromonaba-CD3 vodi do aktivacije človeškega imunskega odziva in nastanka humanih 
protiteles, usmerjenih proti vnesenim mišjim protitelesom (angl. human anti-mouse 
antibody), kar je iz terapevtskega vidika nezaželeno. Poleg tega živalska protitelesa zaradi 
razlik v regiji Fc načeloma niso sposobna vezave na človeški FcR, kar zmanjšuje njihovo 
terapevtsko učinkovitost. Razvoj genskega inženirstva v devetdesetih letih je omogočil 
pridobivanje himernih, humaniziranih in humanih protiteles, ki so manj imunogena, prav 
tako pa so z uporabo genskega inženirstva rešili problem vezave protiteles na človeški FcR 
(Chames in sod., 2009). Za tvorbo himernih in humaniziranih protiteles uporabljamo metode 
rekombinantne DNA (angl. antibody grafting), s katero v primeru himernih protiteles gensko 
zaporedje variabilne regije človeškega protitelesa zamenjamo z mišjim zaporedjem 
variabilne regije. V primeru humaniziranih protiteles pa v genskem zaporedju človeškega 
protitelesa zamenjamo človeško CDR z mišjo CDR (Safdari in sod., 2013). Za pridobivanje 
humanih protiteles uporabljamo transgene miši, ki imajo vse za tvorbo protiteles relevantne 
gene zamenjane s človeškimi (Harding in sod., 2010). Na sliki 3 so prikazane strukturne 
posebnosti himernih, humaniziranih in humanih protiteles ter njihova imunogenost (Chames 
in sod., 2009).  
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Slika 3: Strukturne razlike med himernimi, humaniziranimi in humanimi protitelesi (prirejeno po Carvalho in 
sod., 2017).  
Zadnja večja inovacija za razvoj protiteles je bila razvoj tehnologije predstavitve na 
bakteriofagu in virusnih knjižnic. Virusne knjižnice konstruiramo s pripravo fuzijskega 
gena, ki ga pridobimo s kloniranjem genskega zapisa scFv v gen za strukturni kapsidni 
protein na bakteriofagnem vektorju. Tako pridobljene vektorje nato uporabimo za 
transformacijo bakterij. Virusi, ki se namnožijo v bakteriji, imajo na kapsidi izpostavljen 
rekombinanten polipeptid, ki ga zapisuje fuzijski gen. S tako pripravljenimi polipeptidi nato 
izvedemo afinitetno selekcijo. Proces afinitetne selekcije zajema več zaporednih ciklov 
inkubacije knjižničnih bakteriofagov z imobilizirano tarčno molekulo, spiranje nevezanih 
bakteriofagov, elucijo vezalcev in njihovo pomnožitev v gostiteljskem bakterijskem sevu. 
Predstavitev na bakteriofagu v kombinaciji z naivno knjižnico, konstruirano iz limfocitov B 
neimunizirane živali, omogoča hitro sintezo in selekcijo večjega števila variant protiteles 
tudi proti antigenom, ki so za živali toksični (Chames in sod., 2009). Poleg naivnih knjižnic 
uporabljamo še imunske knjižnice, konstruirane iz limfocitov B imunizirane živali, in 
sintetične knjižnice, konstruirane na osnovi sinteznih oligonukleotidov, ki kodirajo regije 
CDR (Chan in sod., 2017).  
2.1.3.1 Proizvodnja monoklonskih protiteles na industrijskem nivoju 
Monoklonska protitelesa danes na industrijskem nivoju v večji meri proizvajamo z 
izražanjem v transgenih sesalskih celičnih linijah, kot so CHO, NS0, Sp2/0, HEK293 in 
PER.C6. Razlog za uporabo sesalskih celic so njihovi post-translacijski mehanizmi, ki so 
ključni za biološko aktivnost produkta, ter sposobnost sinteze in sekrecije kompleksnejših 
molekul. Celice CHO so vodilne na področju proizvodnje protiteles, saj z njimi proizvedejo 
70 % svetovne proizvodnje terapevtskih proteinov, prav tako pa so ena izmed treh celičnih 
linij (poleg NS0 in Sp2/0), ki so bile odobrene za proizvodnjo terapevtskih proteinov za 
humano rabo (Kunert in Reinhart, 2016). Vzrok za dominantno uporabo celic CHO leži v 
njihovi zgodovini. Ker so celice CHO kot prve uporabili za proizvodnjo rekobinantnega 
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terapevtskega proteina, so postale fokus študij in genetskih optimizacij. V preteklosti so 
različne raziskovalne skupine poskušale višjo proizvodnjo protiteles doseči s povečevanjem 
števila kopij genov, udeleženih pri sintezi protiteles (Jiang in sod., 2006), in z aplikacijo 
močnejših promotorjev (Li in sod., 2007) ter optimizacijami kodonov in ekspresijskih 
vektorjev (Hung in sod., 2010). Celice CHO danes tako dosegajo najvišje donose protiteles 
(do 100 pg na celico na dan) (Carvalho in sod., 2017). Prav optimizacije in modifikacije 
genoma celic CHO pa lahko predstavljajo težavo. Sodeč po raziskavi Dahodwala in Lee 
(2019) se genetske modifikacije odražajo v nestabilnosti celične linije, kar se v praksi kaže 
v obliki padajoče produktivnosti in kakovosti produkta. 
Za proizvodnjo monoklonskih protiteles na industrijskem nivoju uporabljamo adherentne 
celice ali celice v suspenziji. Slednje v uporabi prednjačijo zaradi bolje vzpostavljenih metod 
gojenja, zaradi česar je posledično lažji prenos proizvodnje na višjo raven (Carvalho in sod., 
2017). Za gojenje uporabljamo različne proizvodne sisteme, kot so mešalni, membranski in 
kolonski bioreaktorji ter bioreaktor z dvigovanjem zraka (Škof, 2017). Kljub prednostim 
posameznih konfiguracij v rabi zaradi enostavnega prenašanja proizvodnje na višje 
industrijske ravni, dobrega nadzora parametrov gojenja in okarakteriziranosti sistema še 
vedno dominira mešalni bioreaktor (Carvalho in sod., 2017). V zadnjem času se je razvoj 
bioreaktorjev preusmeril v bioreaktorje za enkratno uporabo. Ti dosegajo podobne donose 
protiteles kot klasični bioreaktorji, hkrati pa potrebujejo bistveno nižjo začetno investicijo, 
so enostavnejši za uporabo in so sterilizirani že tekom proizvodnje. Prav sterilizacija, ki jo 
navadno opravljamo z gama žarki, pa v določenih primerih predstavlja težavo zaradi luščenja 
materiala (Kuystermans in Al-Rubeai, 2011). 
Pri proizvodnji rekombinantnih protiteles s sesalskimi celičnimi linijami ostajata dve oviri, 
in sicer uporaba seruma za namene gojenja celic in neustrezna glikozilacija protiteles. 
Uporaba seruma spodbuja proliferacijo celic in je v nekaterih primerih obvezna za 
ohranjanje viabilnosti celic. Problematika seruma izvira iz njegove kompleksne sestave, ki 
v gojišče vnaša določeno mero variabilnosti, kar onemogoča njegovo standardizacijo, ki pa 
je ključna za zadostitev pogojev regulatorjev. Problematiko uporabe seruma so v zadnjem 
času rešile različne raziskovalne skupine z razvojem brezserumskih gojišč (Miki in Takagi, 
2015) in protokolov (Jukić in sod., 2016), s katerimi dosežemo gojenje celic v pogojih, ki 
ustrezajo predpisom GMP. 
Za želeno efektorsko funkcijo protiteles ključna pravilna glikozilacija je odvisna od 
uporabljenega ekspresijskega sistema in pogojev gojenja. Analize glikozilacijskih profilov 
različnih sesalskih celičnih linij kažejo na razlike v zadnjem monosaharidu, kamor človeške 
celice načeloma dodajajo N-acetilneuraminsko kislino, ostale sesalske celice, vključno s 
celicami CHO in NS0, pa dodajajo N-glikolilneuraminsko kislino (Hossler, 2012). V ta 
namen so Weikert in sodelavci (1999) z uporabo genetskega inženirstva modificirali celice 
CHO tako, da so le te izražale človeški β1,4-galaktoziltransferazo in α2,3-sialiltransferazo, 
s čimer so dosegli človeku ustrezen glikozilacijski profil proizvedenih rekombinantnih 
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proteinov. Raziskave so pokazale, da poleg izbire celičnih linij na glikozilacijo produkta 
vpliva tudi način gojenja oziroma tip bioreaktorja, uporabljenega za gojenje (Kunkel in sod., 
2000), pa tudi temperatura, pH, dostopnost kisika (Butler, 2006) in sestava gojišča (Hossler, 
2012). 
Kljub dominanci sesalskih celic pri proizvodnji protiteles so raziskovalci v preteklih letih 
objavili večje število člankov, ki opisujejo uporabo alternativnih ekspresijskih sistemov za 
proizvodnjo protiteles. Ko in Koprowski (2005) sta obširno opisala uporabo rastlinskih 
kultur za proizvodnjo različnih razredov protiteles različnih živalskih vrst. Podobno je 
Yamaji (2011) prikazal možnost proizvodnje protiteles z uporabo celic insektov, Spadiut in 
sodelavci (2014) pa so povzeli napredek pri proizvodnji protiteles z uporabo 
mikroorganizmov, kot so Saccharomyces cerevisiae, Pichia pastoris, in Escherichia coli. 
Skupna ovira vsem alternativnim ekspresijskim sistemom je napačna glikozilacija protiteles 
za humano rabo. V glikozilacijskem profilu protiteles, proizvedenih z rastlinskimi celicami, 
tako obstaja prevalenca ksiloze in fukoze, ki sta za človeka imunogeni (Brooks, 2004). 
Podobna težava nastane tudi pri proizvodnji protiteles s celicami kvasovk, katerih produkt 
je hipermanoziliran (Hossler, 2012). 
2.2 IZOLACIJA PROTITELES Z AFINITETNO KROMATOGRAFIJO 
Danes za namene izolacije in čiščenja monoklonskih protiteles pretežno uporabljamo 
afinitetno kromatografijo. Afinitetna kromatografija je biokemijska ločevalna metoda, ki 
temelji na ligandu, imobiliziranem na trdnem nosilcu (t.i. matriksu). Za izolacijo je ključna 
sposobnost liganda, da tvori reverzibilne specifične interakcije s protitelesi, kar omogoča 
učinkovito  izolacijo in čiščenje produkta (Van Emon in sod., 1998). Za konstruiranje 
kromatografske kolone afinitetni ligand kovalentno vežemo na matriks, ki je lahko naraven 
(npr. agaroza in celuloza) ali sintezen (npr. polivinil eter, poli(stirendivinilbenzen) (Ramos 
de la Peña in sod., 2019).  
Slika 4 prikazuje klasičen proces izolacije in čiščenja protiteles. Gojenju celične kulture v 
bioreaktorju sledi ločitev celic iz bioprocesne brozge in centrifugiranje oziroma filtriranje, s 
katerim iz bioprocesne brozge odstranimo večje delce. Sledi prenos supernatanta s protitelesi 
na kromatografsko kolono, s katerim dosežemo retencijo protiteles na kromatografski koloni 
in odstranitev večjega dela nečistoč. Protitelesa nato eluiramo iz kromatografske kolone, in 
sicer s spremembo vrednosti pH ali ionske jakosti ali z uporabo kompetitivnega liganda 
(Kruljec in Bratkovič, 2017). 
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Slika 4: Prikaz tipične izolacije in čiščenja protiteles (prirejeno po Kruljec in Bratkovič, 2017). 
Na učinkovitost afinitetne kromatografije poleg izbire liganda vpliva še izbira distančnika 
(angl. spacer), matriksa, na katerem je ligand imobiliziran (Huse in sod., 2002), in 
kromatografskih pogojev (vrsta vezavnega in elucijskega pufra, pretok skozi kolono idr.) 
(Firer, 2001). 
2.2.1 Afinitetna kromatografija s stafilokoknim proteinom A 
Stafilokokni protein A ( SpA) izvira iz celične stene gram pozitivne bakterije Staphylococcus 
aureus. Zaradi visoke afinitete in specifičnosti do regije Fc IgG ter dobre okaraktiriziranosti 
danes SpA predstavlja zlati standard v afinitetni kromatografiji protiteles. SpA sestavljajo 
tri regije. To so regija S, ki predstavlja signalno zaporedje, regija XM, ki omogoča sidranje 
SpA na celično steno, in regija s petimi homolognimi domenami (E, D, A, B in C), ki vežejo 
IgGVsaka izmed IgG-vezavnih domen tvori skupek treh vijačnic α, ki je stabiliziran s 
hidrofobnim jedrom in je sposoben neodvisno od ostalih močno vezati regijo Fc IgG1, IgG2 
in IgG4 (Hober in sod., 2007). 
Kljub številnim prednostim ima SpA tudi več pomanjkljivosti. Med njimi izstopa nizka 
kemična in proteolitska stabilnost SpA, ki pod ostrimi pogoji dekontaminacije 
kromatografske kolone v procesu zaprtega čiščenja (angl. cleaning-in-place, CIP) 
postopoma privede do denaturacije, razgradnje ali odpuščanja liganda z nosilca (Verdoliva 
in sod., 2002). S proizvodnega vidika je problematična tudi cena matriksa z imobiliziranim 
SpA, ki se giba od 8000$ in 15000$ na liter. V povezavi z visoko ceno je problematična 
relativno kratka življenjska doba kolone, ki je prav tako povezana z nizko stabilnostjo SpA. 
Poleg pomanjkljivosti, vezanih na strukturo proteina A, so Mazzer in sodelavci (2015) 
dokazali povezanost med uporabo kromatografije s proteinom A in povečano stopnjo 
agregacije monoklonskih protiteles tekom njihove elucije s kolone. Vzrok za povečano 
stopnjo agregacije so pripisali spremembam v hidratacijskem ovoju protiteles, ki so 
povezane z vezavo protiteles na SpA. Zaradi tega se regije protitelesa, ki so udeležene pri 
zvijanju, izpostavijo kislemu okolju, kar posledično vpliva na agregacijo. 
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Ena izmed pomanjkljivosti SpA je tudi nezmožnost vezave IgG3, do katere pride zaradi 
prisotnosti arginina na položaju 435 aminokislinskega zaporedja v molekuli IgG3, na 
katerem imajo ostali podrazredi IgG prisoten histidin. Zaradi prisotnosti arginina se pojavi 
sterično oviranje med argininom ter fenilalaninom na 132. mestu in glutaminom na 129. 
mestu v zaporedju SpA (Shah in sod., 2017). 
2.2.2 Afinitetna kromatografija s streptokoknim proteinom G 
Streptokokni protein G (SpG) je protein celične stene, ki ga izražata skupini streptokokov C 
in G. Glede na to, iz katerega seva izvira SpG, ima protein 2 oziroma 3 imunoglobulin-
vezavne domene. Vsaka izmed vezavnih domen je sestavljena iz ene vijačnice α, obkrožene 
z dvema paralelnima in dvema antiparalelnima ravninama β (Derrick in sod., 1993).  
V primerjavi s SpA je SpG sposoben vezati regije Fc vseh podrazredov IgG, vključno z 
IgG3. Shah in sodelavci (2017) so z uporabo površinske plazmonske resonance dokazali, da 
zaradi razlik v strukturi SpA in SpG do pojava zgoraj omenjenega steričnega oviranja med 
IgG3 in SpA ne pride v primeru SpG. Poleg sposobnosti vezave regije Fc IgG se je SpG 
sposoben vezati tudi na regijo Fab določenih podrazredov IgG, ampak je jakost vezave 
prenizka, da bi jo bilo moč izkoriščati v industrijskih procesih (Proudfoot in sod., 1992). 
SpA in SpG sta si poleg razlik v strukturi različna tudi v načinu vezave na regijo Fc IgG. 
Medtem ko so za vezavo SpA na IgG ključne hidrofobne interakcije, se SpG na IgG veže 
preko elektrostatskih interakcij (s kombinacijo vodikovih in ionskih vezi oziroma t.i. solnih 
mostičkov). Za izolacijo IgG3 zato uporabljamo afinitetno kromatografijo s SpG, ampak je 
njena uporaba zaradi slabe stabilnosti kromatografske kolone omejena (Shah in sod., 2017). 
2.2.3 Afinitetna kromatografija s peptostreptokoknim proteinom L 
Peptostreptokokni protein L (protein L) je protein celične stene bakterije Peptostreptococcus 
magnus. Protein L je med drugim sestavljen iz 4 oziroma 5 imunoglobulin-vezavnih domen. 
Število domen je odvisno od seva izvora (Rodrigo in sod., 2015). Vsaka vezavna domena je 
sestavljena iz vijačnice α, ovite z ravnino β (Wikström in sod., 1994). Z vezavnimi regijami 
se protein L veže izključno na variabilno regijo κ lahke verige z izjemo določenih 
podrazredov κ (Nilson in sod., 1993). Slednje mu omogoča vezavo vseh razredov protiteles, 
ampak zaradi višje afinitete vezave in večje vezavne kapacitete za izolacijo protiteles še 
vedno uporabljamo SpA (Rodrigo in sod., 2015). 
Ključna prednost uporabe proteina L je njegova sposobnost vezave protiteles, ne glede na 
strukturo težke verige. Poleg tega je protein L sposoben vezati fragmente protiteles, ki ne 
vsebujejo regije Fc, kot so Fab, scFv, dsFv in drugi (Rodrigo in sod., 2015). Pomanjkljivost 
proteina L je nezmožnost vezave protiteles, ki jih sestavlja lahka veriga λ, kar predstavlja 
približno 40 % protiteles (Rodrigo in sod., 2015).  
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2.3 NADALJNJI KROMATOGRAFSKI POSTOPKI 
Fino čiščenje produkta (angl. polishing) opisuje nadaljnje kromatografske postopke, s 
katerimi dodatno zmanjšamo vsebnost nečistoč v produktu in zagotovimo njegovo varnost. 
Glede na razlike v pripravljalnih procesih (angl. upstream processes) in specifičnih 
lastnostih danega monoklonskega protitelesa je potrebno korak finega čiščenja prilagajati 
(Ghose in sod., 2017). Spodaj so naštete in na kratko opisane najpogosteje uporabljene 
metode za namene finega čiščenja produkta. 
2.3.1 Ionsko-izmenjevalna kromatografija  
Ionsko-izmenjevalna kromatografija omogoča ločbo proteina od nečistoč na principu 
elektrostatskih interakcij med nabitimi funkcionalnimi skupinami stacionarne faze in 
nasprotno nabitimi funkcionalnimi skupinami proteinov. Glede na nabitost funkcionalnih 
skupin stacionarne faze ločimo dva tipa ionske izmenjevalne kromatografije, in sicer 
anionsko in kationsko izmenjevalno kromatografijo (Ghose in sod., 2017). Pri izolaciji 
proteinov je uporaba anionske oziroma kationske izmenjevalne kromatografije odvisna od 
izoelektrične točke danega proteina in njegove stabilnosti pri določeni vrednosti pH. Elucijo 
s kolone vršimo s postopno spremembo pH ali pa s poviševanjem ionske jakosti. Elucija na 
osnovi ionske jakosti temelji na kompeticiji protiionov s proteinom za vezavo na ionske 
skupine, izpostavljene na stacionarni fazi. S poviševanjem ionske jakosti protiioni 
izpodrinejo na stacionarni fazi vezane proteine. Pri eluciji s spremembo pH pa le-ta vpliva 
na spremembo naboja vezanih proteinov in posledično na njihovo elucijo iz kromatografske 
kolone (Ninfa in sod., 2010). 
2.3.2 Hidrofobna interakcijska kromatografija 
Hidrofobna interakcijska kromatografija temelji na tvorbi hidrofobnih interakcij med 
stacionarno fazo in hidrofobnimi skupinami proteinov. Na stacionarni fazi so navadno 
izpostavljene metilne, etilne in podobne skupine, s katerimi ob pogojih visoke ionske jakosti 
mobilne faze interagirajo hidrofobne skupine proteinov. S postopnim zniževanjem ionske 
jakosti mobilne faze pride do oslabitve interakcije med omenjenimi skupinami in elucije 
proteina iz kromatografske kolone. Hidrofobna interakcijska kromatografija predstavlja 
alternativo ionsko-izmenjevalni kromatografiji in jo uporabljamo v primerih občutljivosti 
proteinov na spremembe pH (Ninfa in sod., 2010). 
2.3.3 Gelska filtracija 
Gelska filtracija omogoča ločbo na osnovi razlik v velikosti proteinskih molekul oz. njihovih 
kompleksov ali agregatov. Stacionarna faza je sestavljena iz poroznega materiala, kot je 
premrežen dekstran, agaroza ali poliakrilamid. V nasprotju z ionsko-izmenjevalno in 
hidrofobno interakcijsko kromatografijo pri gelski filtraciji ni interakcij med stacionarno 
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fazo in produktom. Ločba poteče izključno na osnovi kinetike potovanja delcev skozi 
kolono, kjer se delci, ki so večji od por stacionarne faze, eluirajo hitreje kot manjši delci, ki 
se za določen čas zadržijo v porah stacionarne faze (Hong in sod., 2012). Glavna 
pomanjkljivost gelske filtracije je njena resolucija, saj mora za uspešno elucijo med tarčno 
molekulo in ostalimi obstajati vsaj 10% razlika v molekulski masi (Skroog in sod., 2006).  
2.4 ALTERNATIVNI AFINITETNI LIGANDI ZA IZOLACIJO IN ČIŠČENJE TER 
IMOBILIZACIJO PROTITELES 
Iz prejšnjega poglavja je razvidno, da prav vsi naravni afinitetni ligandi kljub svojim 
prednostim posedujejo lastnosti, ki omejujejo njihovo uporabnost in učinkovitost procesov, 
v katerih so uporabljeni. Kljub pomanjkljivostim sta danes SpA in SpG še vedno v uporabi 
pri proizvodnji dveh tretjin monoklonskih protiteles globalno (Kruljec in Bratkovič, 2017). 
Z alternativnimi afinitetnimi ligandi poskušajo omenjene pomanjkljivosti odpraviti, pri 
čemer je fokus predvsem na zviševanju stabilnosti ligandov in doseganju milejših elucijskih 
pogojev (Kruljec in Bratkovič, 2017).  
2.4.1 Modificirani naravni afinitetni ligandi 
Za izboljšanje lastnosti zgoraj opisanih afinitetnih ligandov proteina A, proteina G in 
proteina L obstajata dva pristopa, in sicer modifikacija obstoječe aminokislinske strukture 
le-teh ter tvorba novih hibridnih struktur na osnovi kombinacij iz prej omenjenih ligandov. 
2.4.1.1 Modifikacije proteina A 
Ena ključnih pomanjkljivosti proteina A je njegova nestabilnost pri pogojih elucije in 
dekontaminacije v okviru metode CIP. Nilsson in sodelavci (1987) so z zamenjavo alanina 
z valinom na prvem mestu in glicina z alaninom na 29. mestu v domeni B dosegli odpornost 
domene Z (mutanta domene B proteina A) na delovanje hidroksilamina in cianogen bromida. 
Podobno so Linhult in sodelavci (2004) so z mutagenezo domene Z, asparagin na 23. mestu 
zamenjali s treoninom, s čimer so dosegli izboljšanje stabilnosti imunoglobulin-vezavne 
domene pri alkalnih pogojih.  
Za uporabo proteina A težavo predstavlja tudi nespecifična vezava, zato so González-Valdez 
in sodelavci (2014) za zmanjševanje nespecifičnih interakcij s protein A nanj vezali verigo 
polietilenglikola (t.i. PEGilacija), s čimer so dosegli dva- do trikratno zmanjšanje 
nespecifičnih vezav in hkrati nepričakovano dosegli za 15 % boljši izkoristek izolacije. 
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2.4.1.2 Modifikacije proteina G 
Protein G v primerjavi s proteinom A izkazuje manjšo specifičnost vezave, zato so Jha in 
sodelavci (2014) z uporabo zbirke orodij za modeliranje proteinov Rosetta identificirali 
možna ugodna mesta za mutacije v aminokislinskem zaporedju proteina G. Z zamenjavo 
treh aminokislinskih ostankov s polarnimi aminokislinami so dosegli povišanje afinitete 
vezave modificiranega proteina G na regijo Fc človeških in zajčjih IgG, kot posledice 
vzpostavitve dodatnih vodikovih vezi med vezavnima partnerjema. 
Watanabe in sodelavci (2009) so s ciljem možnosti uporabe milejših elucijskih pogojev 
analizirali termodinamiko in kinetiko vezave regije Fc IgG na protein G. Na osnovi analize 
so v aminokislinskem zaporedju proteina G ključne aminokislinske ostanke zamenjali s 
histidinom, kar zaradi nabitosti histidina povzroči nastanek elektrostatskega odboja, ki 
posledično zmanjša afiniteto vezave, vendar le v kislih pogojih. Slednje omogoča nastanek 
pH-stikala, ki ga lahko izrabimo za namene elucije v milejših pogojih. 
2.4.1.3 Hibridni naravni afinitetni ligandi 
Eliasson in sodelavci (1988) so z združitvijo vezavnih domen proteina A in proteina G 
ustvarili protein A/G, ki je sposoben vezati vse človeške podrazrede IgG in z višjo afiniteto 
vezati širši spekter živalskih protiteles v primerjavi s proteinom A oziroma proteinom G. 
Dong in sodelavci (2015) so namesto združevanja vezavnih domen povezali domeno D 
proteina A z domeno C1 proteina G s pomočjo linkerja (DDAKK). Povezava domen je 
omogočila doseganje bistveno višje afinitete vezave regije Fab humanih IgG v primerjavi s 
proteinom A in proteinom G. Modifikacija je izboljšala tudi afiniteto vezave regije Fc 
človeških IgG in omogočila vezavo širšega spektra živalskih protiteles. Podobno so storili 
Kihlberg in sodelavci (1992), ki so z združitvijo vezavnih domen proteina L in proteina G 
pridobili hibridni protein LG, ki je sposoben vezati regiji Fc in Fab vseh razredov človeških 
protiteles, ter mišjih in podganjih IgG.  
2.4.2 Sintezni peptidni afinitetni ligandi 
Razvoj peptidnih knjižnic in tehnologij visokozmogljivega presejanja je omogočil 
identifikacijo in karakterizacijo potencialnih kandidatov za afinitetno kromatografijo. 
Fassina in sodelavci (1996) so tako z uporabo testa ELISA in knjižnice naključnih sinteznih 
tripeptidnih tetramerov identificirali mimetik proteina A (PAM) z zaporedjem (R-T-Y)4-K2-
K-G. Avtorji so pokazali, da je z vezavo PAM na kolono mogoče izolirati vse razrede 
človeških protiteles in protiteles širokega spektra živali (kravjih, kokošjih, ovčjih, zajčjih, 
mišjih, podganjih in konjskih). Od svojega odkritja je bil PAM podvržen številnim 
modifikacijam. Med drugim so Verdoliva in sodelavci (2002) z zamenjavo L-aminokislin z 
njihovimi enantiomeri dosegli odpornost t.i. D-PAM na razgradnjo s proteazami in izboljšali 
njegovo stabilnost. Dinon in sodelavci (2011) pa so na podlagi strukture D-PAM N-končnim 
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delom peptida dodali fenil acetilno skupino, s čimer so povečali vezavno kapaciteto 
kromatografske kolone za več kot desetkrat.  
Alternativno lahko za odkrivanje novih ligandov uporabljamo predstavitev na bakteriofagu. 
Murray in sodelavci (2001) so tako pridobili peptid z zaporedjem AAERGLFED. S 
kombinacijo alaninskih zamenjav in molekularnega modeliranja so ga izboljšali (GLFYD) 
in pokazali na njegovo uporabnost pri izolaciji mišjih IgG. Podobno so DeLano in sodelavci 
(2000) s presejanjem knjižnic peptidov, predstavljenih na bakteriofagu, pridobili peptid Fc-
III, ki se kljub manjši velikosti in različni zgradbi na Fc IgG veže podobno kot protein A in 
protein G. 
Ključne prednosti sinteznih peptidnih ligandov so njihova nižja cena, nižja toksičnost in 
ugodnejši imunogeni profil. Poleg tega odsotnost terciarne strukture pri peptidih pomeni, da 
je njihova vezavna sposobnost neodvisna od zvitja in je zaradi tega kromatografska kolona 
stabilnejša (Kruljec in Bratkovič, 2017). 
2.4.3 Majhni sintezni afinitetni ligandi 
Sintezne afinitetne ligande predstavljajo molekule z majhno molekulsko maso ~ 0.1–2 kDa, 
pridobljene s kemijsko sintezo, ki so sposobne vezave IgG (Menegatti in sod., 2013). Kljub 
izboljšavam, doseženim z modifikacijo naravnih ligandov, in razvoju krajših peptidnih 
ligandov, pa njihova aminokislinska struktura ostaja občutljiva na hidrolizo s strani 
kemikalij, uporabljenih v procesu izolacije, in proteolitičnih encimov (Kruljec in Bratkovič, 
2017). V ta namen so raziskovalci pripravili sintezne knjižnice, katerih presejanje je 
pokazalo na uporabnost histidina, histamina (El-Kak in Vijayalakshmi, 1991), 
dikloropiramidina (Ngo in Khatter, 1992) in biomimetičnih barvil (Xu in sod., 1998) za 
namene izolacije IgG.  
Burton in Lowe (1992) sta kot prva pokazala uporabnost pristopa za načrtovanje ligandov 
de novo, osnovanih na strukturi triazinilskega ogrodja. Slika 5A prikazuje ligand 22/8, ki s 
svojo strukturo posnema dipeptidni motiv Phe132-Tyr133 v vezavnem mestu proteina A, 
kar omogoča vezavo IgA, IgM in IgG različnih živalskih vrst. Slika 5B prikazuje ligand 8/7, 
ki ima na triazinskem obroču dodan 4-aminobenzenamid in 4-aminobutanojsko kislino, 
zaradi česar ligand 8/7 izkazuje afiniteto do lahkih verig κ in λ, kar omogoča izolacijo 
fragmentov protiteles kot so Fab, F(ab')2 in scFv. Slika 5C prikazuje ligand A2C11/1, ki s 
svojo strukturo posnema asparagin na 35. mestu in triptofan na 43. mestu v aminokislinskem 
zaporedju proteina G, in je sposoben vezave humanih, kravjih, kozjih, mišjih, ovčjih, 
prašičjih in podganjih IgG. 
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Slika 5: Prikaz triazinilskih ligandov, uporabljenih za čiščenje imunoglobulinov. (A) Ligand 22/8; (B) Ligand 
8/7; (C) Ligand A2C 11/1 (Menegatti in sod., 2013).  
Prednost sinteznih ligandov v primerjavi z ostalimi ligandi je njihova nizka cena in kemijska 
stabilnost, vendar pa je njihova učinkovitost pogojena z ustrezno orientacijo sinteznega 
liganda na koloni in visoko gostoto vezave sinteznega liganda za doseganje primerne 
vezavne kapacitete kolone. Poleg tega sintezni ligandi praviloma ne dosegajo visoke 
selektivnosti za IgG, zaradi česar je potrebno obsežno fino čiščenje produkta (Menegatti in 
sod., 2013), čeprav so Teng in sodelavci (2000) pokazali, da ligand 22/8 veže IgG različnih 
vrst podobno specifično kot protein A. 
2.5 PREDSTAVITEV NA BAKTERIOFAGU 
Bakteriofagi predstavljajo široko skupino virusov, ki so sposobni okužiti bakterijske 
oziroma prokarionte celice. Predstavitev na bakteriofagu je metoda za študije interakcij 
peptid - peptid in peptid - DNA, ki temelji na sposobnosti virusov, da na svoji kapsidi 
oziroma plašču izpostavijo oziroma predstavijo heterologen peptid (Smith in Petrenko, 
1997). Predstavitev heterogenega peptida na kapsidi dosežemo z vstavitvijo nukleotidnega 
zaporedja z zapisom za želeni  peptid v gen, ki zapisuje plaščni protein. To nam omogoča 
tvorbo virusnih knjižnic, ki vsebujejo večje število virusov z vstavljenimi naključno 
generiranimi nukleotidnimi zaporedji. Virusi imajo na svojih plaščih izpostavljene fuzijske 
peptide, pri čemer ima vsak virus, glede na tip predstavitve, izpostavljeno eno ali več kopij 
peptida. Tako generirane virusne knjižnice omogočajo hitro selekcijo predstavljenih 
peptidov glede na želene lastnosti (Szardenings, 2003). Selekcijo na osnovi afinitete 
izvedemo z imobilizacijo tarčnih molekul, ki jih nato inkubiramo s pripravljeno virusno 
knjižnico. Nevezane klone speremo, vezane klone pa eluiramo. Eluirane klone obogatimo 
oziroma jih ponovno namnožimo v bakterijski kulturi in jih nato ponovno izpostavimo 
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selekciji pod ostrejšimi pogoji. Po 3 do 5 krogih selekcije (angl. panning) afiniteto izbranih 
klonov ovrednotmo s testom ELISA. Poleg tega določimo nukleotidno zaporedje genov, ki 
kodirajo na virusih predstavljene peptide. 
Izbira gena plaščnega proteina, v katerega vstavimo želeno nukleotidno zaporedje, določa 
tip predstavitve na bakteriofagu (Smith in Petrenko, 1997). V splošnem ločimo predstavitev 
tipa 3 in predstavitev tipa 8. Pri predstavitvi tipa 3 virusni vektor zapisuje rekombinantni 
protein p3, kar omogoči predstavitev do pet identičnih fuzijskih proteinov p3. Pri 
predstavitvi tipa 8 virusni vektor podobno kot pri tipu 3, zapisuje rekombinantni protein p8, 
ampak pa se pri tem izpostavi več sto fuzijskih proteinov p8. Zaradi steričnega oviranja 
fuzijskih proteinov pri sestavljanju fagne kapside je tak način predstavitve kompatibilen 
zgolj s kratkimi peptidi. Rezultat gostega pakiranja pri predstavitvi tipa 8 je prevzem 
določene konformacije izpostavljenih proteinov, kar se v večini primerov izrazi v izgubi 
vezavne sposobnosti fuzijskih proteinov (Smith in Petrenko, 1997). Potrebno je izpostaviti 
tudi, da visoko valenčne predstavitvene knjižnice zaradi vpliva avidnosti načeloma vodijo v 
izbor nizko afinitetnih ligandov (Bratkovič, 2010). 
Zaradi zgoraj naštetih problematik predstavitve tipa 8 uporabljamo pretežno predstavitev 
tipa 3, zato se bomo osredotočili na le nanjo in njene različne konfiguracije (Smith in 
Petrenko, 1997). Na sliki 6 so prikazane vse spodaj opisane konfiguracije predstavitve tipa 
3. 
 
Slika 6: Različne konfiguracije predstavitve tipa 3. Daljši oval predstavlja fagne virione, krajši oval pa fagmide. 
Krivulja znotraj ovalov predstavlja enoverižno DNA, črni pravokotnik genski zapis za protein p8, beli 
pravokotnik pa genski zapis za protein p3. Šrafiran beli pravokotnik predstavlja genski zapis za rekombinantni 
fuzijski protein p3. Beli krogi predstavljajo N-konce proteina p3. Rekombinantni protein (šrafirani krog) je 
lahko predstavljen na N-koncu proteina p3 (tip 3) ali pa le-tega zamenja (tip 33 in tip 3+3)  (Smith in Petrenko, 
1997). 
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Predstavitev tipa 3 dosežemo z uporabo fagmida, na katerem je zapisan zgolj en 
rekombinantni protein p3, kar omogoča predstavitev do pet identičnih fuzijskih proteinov 
p3. Slednjemu v praksi načeloma ni tako, saj gostitelj s protolitičnimi encimi odstrani enega 
ali več tujih proteinov s plaščnega proteina p3, kar še posebej velja v primeru večjih fuzijskih 
proteinov (Smith in Petrenko, 1997). 
Predstavitev tipa 33 se od tipa 3 razlikuje tako, da  fagmid poleg rekombinantnega proteina 
p3 nosi še zapis za protein p3 divjega tipa. Slednje se izrazi kot virus, ki ima na plašču 
predstavljen modificiran protein p3 in protein p3 divjega tipa, pri čemer je razmerje med 
proteinoma nagnjeno na stran divjega tipa. Predstavitev tipa 33 zato omogoča predstavitev 
večjih rekombinantnih proteinov, saj so ti prisotni v manjšem številu (Smith in Petrenko, 
1997). 
Kljub temu da predstavitev tipa 33 do določene meje reši problem predstavitve proteinov 
večjih molekulskih mas, problematika njihove predstavitve ostaja. Zato so raziskovalci 
razvili predstavitev tipa 3 + 3, ki združuje dve komponenti: fagmid in pomožni virus (angl. 
helper phage). Fagmid priskrbi za predstavitev na bakteriofagu pomembne lastnosti, in sicer 
selekcijski označevalec (npr. gen za odpornost proti antibiotiku), sposobnost 
samopodvojevanja, sposobnost sinteze fuzijskega proteina s p3 in pakiranje enoverižne 
fagmidne DNA (ssDNA) v viruse. Ker pa fagmid nosi le zapis za rekombinantni protein p3, 
je za pomnoževanje in sestavljanje virusov potrebna še superinfekcija bakterijskega 
gostitelja s pomožnim virusom, ki zapisuje še ostale proteine, potrebne za sestavljanje fagnih 
virionov. Okvara na mestu ORI pomeni, da število vektorjev pomožnega virusa ostane nizko, 
zato ima pri pakiranju virusov prednost genski material fagmida. Rezultat slednjega so 
virusi, ki imajo v povprečju na plašču predstavljeno manj kot eno kopijo rekombinantnega 
proteina p3 (Bratkovič, 2010). 
2.5.1 Razvoj kratkih peptidnih ligandov IgG 
Kruljec in sodelavci (2018) so z uporabo predstavitve na bakteriofagu pridobili kratek 
linearni peptid z visoko afiniteto do regije Fc IgG. V ta namen so uporabili tri komercialne 
virusne knjižnice, ki so vsebovale večje število virusov M13KE z izpostavljenimi 
naključnimi linearnimi oziroma cikličnimi peptidi v pet kopijah na virion (predstavitev tipa 
3). Izvedli so presejanje na osnovi sposobnosti kandidatov za vezavo na regijo Fc človeških 
IgG. Presejanje so izvedli v treh krogih, pri čemer so z vsakim krogom zaostrovali selekcijski 
pritisk z zmanjševanjem količine tarče, skrajševanjem kontaktnega časa in povečevanjem 
števila spiranj. Po vsakemu presejalnemu krogu so povprečno afiniteto namnoženih 
eluiranih bakteriofagov ocenili s testom ELISA. Na osnovi slednjega so izbrali tudi šest 
najobetavnejših klonov po zadnji selekcijski stopnji, ki so jih nato ponovno predstavili na 
virusu v monovalentni obliki in ponovili test ELISA, s čimer so se izognili učinku avidnosti. 
Za nadaljnje raziskave so izbrali klon 19Fc z aminokislinskim zaporedjem 
AGNGSYWYQVWF. 
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Za izbran klon 19Fc so določili minimalno strukturo, ki je še sposobna vezave IgG. To so 
dosegli s postopnim krajšanjem iz N- in C-koncev peptida. Optimalno minimalno strukturo 
(GSYWYQVWF) so določili na osnovi analize na bakteriofagu predstavljenih skrajšanih 
peptidov s testom ELISA (Kruljec in sod., 2018). 
Da bi določili doprinos posameznega aminokislinskega ostanka v primarni strukturi k 
afiniteti peptida do IgG, so izvedli zamenjave posameznih aminokislin z alaninom (angl. 
alanine scanning). Modificirane različice peptida so nato predstavili na virusu in z njimi 
izvedli test ELISA. Na podlagi slednjega so zaključili, da sta aromatska aminokislinska 
ostanka, tirozin na tretjem in fenilalanin na devetem mestu aminokislinskega zaporedja, 
ključna za vezavo peptida na IgG (Kruljec in sod., 2018). 
Z zamenjavami aminokislinskih ostankov z alaninom so določili tudi mesta in ostanke v 
zaporedju, ki nimajo vpliva na vezavo oziroma je ta vpliv zanemarljiv. Ena od takšnih 
aminokislin je bil glutamin na šestem mestu, ki je bil v nadaljevanju podvržen zamenjavam, 
katerih cilj je bila izboljšava topnosti in doseganje učinkovitejše prekinitve interakcij med 
peptidom in regijo Fc ob aplikaciji pH-šoka. Glutamin so tako zamenjali z aspartatom, 
glutamatom in lizinom in različice predstavili na bakteriofagu in z njimi izvedli test ELISA. 
Za potrditev testa ELISA so izvedli dodaten test, kjer so izvorni sintezni peptid in njegove 
različice konjugirali z biotinom in jih kompleksirali s peroksidazo, konjugirano s 
streptavidinom, ter jih nanesli v vdolbinice mikrotitrske plošče, ki so bile predhodne 
prevlečene z človeškimi IgG. S primerjavo rezultatov z izvornim peptidom so zaključili, da 
zamenjava glutamina z negativno nabito aminokislino privede do višje afinitete peptida do 
IgG. Za najboljšega se je izkazal min19Fc Q6D z aminokislinskim zaporedjem 
GSYWYDVWF, s katerim so izvedli nadaljnje teste (Kruljec in sod., 2018). 
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3 MATERIALI IN METODE 
3.1 PRIPRAVA INSERTA 
Na osnovi strukture peptidnega liganda min19Fc Q6D (Kruljec in sod., 2018) so na Katedri 
za farmacevtsko biologijo Fakultete za farmacijo UL z randomizacijo neesencialnih 
aminokislinskih ostankov in s substitucijo esencialnih s sorodnimi ostanki pripravili 
sekundarno (usmerjeno) knjižnico peptidov, ki so jo izrazili na bakteriofagu v formatu 
predstavitve 3+3 (Bozovičar in sod., neobjavljeno). Po enem samem koraku afinitetne 
selekcije proti človeškim IgG so s pristopi sekvenciranja nove generacije (NGS) ugotavljali 
obogatitev posameznih bakteriofagnih klonov v zbranih eluatih napram njihovi zastopanosti 
v knjižnici pred afinitetno selekcijo. Kloni z najvišjim faktorjem obogatitve (oz. pripadajoči 
peptidi) so predstavljeni v preglednici 1 (peptidi št. 1 do 18). Peptidi št. 19 do 23 so 
načrtovane ciklične različice izhodiščnega peptida min19Fc, ki vsebujejo parne cisteinske 
ostanke. Ti se v periplazmi E. coli med sestavljanjem bakteriofagnih virionov povežejo z 
disulfidno vezjo in tvorijo makrocikel. Za celoten nabor peptidov smo načrtovali pare 
komplementarnih oligonukleotidov (preglednica 1), ki po medsebojni hibridizaciji tvorijo 
dvoverižne inserte, pripravljene za neposredno vstavljanje v fagmid pIT2-SL (3.2), 
lineariziran s parom restrikcijskih endonukleaz NcoI in NotI. 
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Preglednica 1: Prikaz izbranih aminokislinskih zaporedij s pripadajočimi komplementarnimi oligonukleotidi. Peptidi od 1 do 17 so linearni, peptidi od 18 do 23 pa 
ciklične različice izhodiščnega peptida min19Fc (Kruljec in sod., 2018). Različne barve se ujemajo s spremembami v aminokislinskem zaporedju in odražajo 
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Za pripravo inserta smo liofilizirane oligonukleotide (IDT) raztopili v vodi brez nukleaz v 
koncentraciji 100 µM. V mikrocentrifugirko smo dodali po 20 µL posameznega 
oligonukleotida iz para. Zmes smo prenesli na termoblok, kjer smo zmes segreli do 95 °C za 
5 minut, in jo nato v dveh urah postopoma ohladili na sobno temperaturo. Za pripravo 
redčitve inserta smo iz mikrocentrifugirke odvzeli 4 µL in jih razredčili s 496 µL vode brez 
nukleaz. 
3.2 LIGACIJSKA REAKCIJA 
V tem koraku smo izvedli ligacijo insertov, pripravljenih v poglavju 3.1, v vektor pIT2-SL. 
Vektor pIT2-SL (Slika 7B) je derivat fagmida pIT2 (Slika 7A) (Lee in sod., 2007) z 
odstranjenim nukleotidnim zaporedjem, ki kodira heksahistidinsko oznako in oznako myc.  
 
 
Slika 7: Grafični prikaz modifikacije vektorja pIT2. Promotor lac označuje mesto vezave RNA polimeraze. 
HindIII označuje mesto restrikcije restrikcijske endonukleaze HindIII. RBS predstavlja vezavno mesto za 
ribosom. LMB3 označuje vezavno mesto oligonukleotida LMB3. Vodilno zaporedje pelB označuje zapis za 
signalno aminokislinsko zaporedje, ki omogoča transport peptida v periplazmo bakterije. NcoI označuje mesto 
restrikcije restrikcijske endonukleaze NcoI. Insert prikazuje mesto vstavitve pripravljenega inserta v vektor. 
NotI označuje mesto restrikcije restrikcijske endonukleaze NotI. His/myc oznaka označuje zaporedje, ki 
zapisuje peptidno oznako, ki kasneje omogoča detekcijo izražanja proteina ali njegovo izolacijo. Zaključni 
(stop) kodon predstavlja signal za zaključek translacije polipeptidne verige. gIII označuje zapis za protein p3. 
(A) Struktura fagmida pIT2. (B) Struktura vektorja pIT2-SL po odstranitvi nukleotidnega zaporedja, ki kodira 
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Vektor pIT2-SL smo izolirali iz kulture bakterij E. coli TG1 z uporabo kompleta reagentov 
GenEluteTM HP Plasmid Miniprep Kit. Vektor smo linearizirali s pripravo zmesi za 
linearizacijo vektorja (preglednica 2). Pripravljeno zmes smo inkubirali tri ure pri 37 °C. 
Preglednica 2: Sestava zmesi za linearizacijo vektorja. 
Komponenta Volumen [µL] 
pIT2-SL-stuffer [90 ng/µl] 60 
CutSmart buffer 8 
Voda (brez nukleaz) 8 
NotI-HF 1 
NcoI-HF   3 
Restrikcijski reakciji smo dodali 16 µL 6× nanašalnega barvila (angl. loading dye) in jo 
nanesli v vdolbinici na 1% agaroznem gelu, ki smo ga pripravili po recepturi v preglednici 
3. Poleg tega smo na agarozni gel nanesli še označevalec velikosti (preglednica 4). 
Preglednica 3: Sestava agaroznega gela za gelsko elektroforezo. 
Komponenta Količina 
Agaroza 0,5 g 
1× TAE-pufer 50 mL 
Preglednica 4: Priprava molekularnega markerja. 
Komponenta Volumen [µL] 
Označevalec velikosti (Generuler Mix) 2 µL 
Bidestilirana voda 8 µL 
6× nanašalno barvilo 2 µL 
Agarozno gelsko elektroforezo smo izvedli pri napetosti 125 V in jo po 40 minutah ustavili. 
Rezultat agarozne gelske elektroforeze je viden na sliki 8. 
 
Slika 8: Rezultat agarozne gelske elektroforeze. 
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Lineariziran vektor pIT2-SL smo iz agaroznega gela izrezali in ga očistili z uporabo 
kompleta reagentov QIAEX II Gel Extraction Kit (QIAGEN). 
Za ligacijo inserta v lineariziran vektor smo v mikrocentrifugirko za vsak posamezen insert 
pripravili reakcijsko zmes, predstavljeno v preglednici 5. Reakcijske zmesi smo 16 ur 
inkubirali pri 16 °C. 
Preglednica 5: Sestava zmesi za ligacijsko reakcijo. 
Komponenta Volumen [µL] 
Destilirana voda 6,3 
Lineariziran vektor pIT2-SL [50 ng/µL] 1,2 
Insert 1 
Ligacijski pufer 1 
Ligaza (T4 DNA Ligase) 0,5 
3.3 TRANSFORMACIJA E. COLI 
Kompetentnim celicam E. coli TG1 (200 µL) smo dodali po 5 µL ligacijske reakcije in jih 
rahlo premešali. Celice smo inkubirali 20 minut na ledu, nakar smo jih za 45 sekund prenesli 
v vodno kopel s temperaturo 42 °C. Iz vodne kopeli smo celice prenesli na led in jih 
inkubirali 2 minuti. Po drugi inkubaciji na ledu smo celicam aseptično dodali 800 µL gojišča 
2×TY (preglednica 6) in jih 1 uro stresali z 250 vrt./min pri  37 °C.  
Preglednica 6: Sestava gojišča 2×TY  
Komponenta Količina 
Triptonom 16 g 
Kvasni ekstrakt 10 g 
NaCl 5 g 
Bidestilirana voda 900 ml 
Za pripravo agarnih gojišč smo ustrezno količino gojišča LB-agar v prahu raztopili v 
destilirani vodi (preglednica 7). Steklenico s suspenzijo smo prenesli v avtoklav in jo 
avtoklavirali 20 minut pri 121 °C in nadtlaku 1 bar. Po ohladitvi raztopine na ~70 °C smo v 
komori z laminarnim pretokom zraka v raztopino dodali ustrezno količino ampicilina, dobro 
premešali in gojišče vlili v petrijevke. Transformirane bakterijske kulture smo razmazali na 
agarna gojišča v petrijevkah, in sicer v dveh redčitvah. Za prvo redčitev smo na prvo 
petrijevko nanesli 100 µL celične kulture, za drugo redčitev pa smo preostanek celične 
kulture 2 minuti centrifugirali s 5700 g in odstranili supernatant. Posedle bakterije smo 
suspendirali v 100 µL gojišča in jih prenesli na drugo petrijevko z agarnim gojiščem. 
Petrijevke smo 16 ur inkubirali pri 37 °C. 
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Preglednica 7: Sestava agarnega gojišča LB z ampicilinom. 
Komponenta Količina 
LB Agar 14 g 
Destilirana voda 400 mL 
Ampicilin [100 mg/mL] 400 uL 
3.4 PRIPRAVA TRAJNIH KULTUR IN POMNOŽITEV FAGMIDNE DNA 
Za pripravo trajnih kultur smo v posamezno penicilinko z gojiščem LB z dodatkom glukoze 
in ampicilina (Preglednica 8) inokulirali po eno bakterijsko kolonijo (3.3). Penicilinke smo 
stresali z 250 vrt./min pri  37 °C preko noči. Po inkubaciji smo za vsak vzorec posebej 
pripravili novo mikrocentrifugirko, v katero smo dodali 170 µL 87% glicerola in 830 µL 
kulture iz penicilinke, premešali ter mikrocentrifugirke shranili pri -80 °C. Iz preostanka 
celične kulture v penicilinkah smo za vsak vzorec prenesli 2 mL v mikrocentrifugirko in ga 
centrifugirali. Supernatant smo odlili in v mikrocentrifugirko dodali dodatna 2 mL kulture 
ter ponovno centrifugirali in odlili supernatant. Posedle bakterije smo nato uporabili za 
izolacijo plazmidne DNA. 
Preglednica 8: Sestava gojišča LB z glukozo in ampicilinom. 
Komponenta Volumen [mL] 
Gojišče LB 4,75 
20 % glukoza 0,25 
Ampicilin [100 mg/mL] 0,005 
3.5 IZOLACIJA FAGMIDNE DNA IN PRIPRAVA NA SEKVENCIRANJE 
Izolacijo fagmidne DNA iz bakterij (3.4) smo izvedli z uporabo kompleta reagentov 
GenElute™ HP Plasmid Miniprep Kit z modificiranim protokolom, kjer smo pri eluciji 
namesto 100 µL dodali le 65 µL elucijskega pufra. Z uporabo spektrofotomera NanoDrop® 
ND-1000  smo izmerili koncentracijo fagmidne DNA v izolatu. 
Za sekvenciranje smo za vsak vzorec alikvotirali 5 µL fagmidne DNA, ji dodali 5 µL 
oligonukleotida LMB3 (5′-CACAGGAAACAGCTATGAC-3′) s koncentracijo 5 µM in jih 
poslali podjetju Eurofins Genomics (Konstanz, Nemčija). 
3.6 PRIPRAVA PREKONOČNE KULTURE IN SUPERINFEKCIJA S POMOŽNIM 
BAKTERIOFAGOM KM13 
Prekonočne kulture smo pripravili tako, da smo za vsak klon z ezo prenesli celice trajnih 
kultur v 5 mL gojišča v penicilinki (Preglednica 8). Penicilinke smo stresali 16 ur pri 37 °C 
z 250 vrt./min.  
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Po 16 urah smo iz penicilink v 50-mL centrifugirke z gojiščem (Preglednica 9) prenesli 100 
µL posamezne prekonočne kulture. Centrifugirke smo stresali 1,5 ure pri 37 °C z 250 
vrt./min. 
Preglednica 9: Sestava gojišča 2×TY z glukozo in ampicilinom. 
Komponenta Volumen [mL] 
2×TY gojišče 9,5 
20 % glukoza 0,5 
ampicillin [100 mg/mL] 0,001 
Po doseženi optični gostoti OD600 ~ 0.5 smo v vsako centrifugirko dodali 3,3 µL pomožnega 
bakteriofaga KM13 s koncentracijo 4×1010 TU/mL in kulturo ponovno inkubirali 40 min pri 
37 °C, tokrat brez stresanja. Nato smo v centrifugirke dodali po 10 µL kanamicina s 
koncentracijo 50 mg/mL, čemur je sledilo dvourno stresanje pri 250 rpm in 37 °C. 
Kulture smo centrifugirali 10 minut s 3000 g pri sobni temperaturi. Supernatant smo odlili 
in posedle bakterije suspendirali v 25 mL gojišča za pomnoževanje virionov (preglednica 
10). Sledilo je 16 urno stresanje z 250 vrt./min pri 30 °C. 
Preglednica 10: Sestava gojišča za pomnoževanje virionov 
Komponenta Volumen [mL] 
2x TY gojišče 25 
20 % glukoza 0,125 
Ampicilin [100 mg/mL] 0,025 
Kanamicin [50 mg/mL] 0,025 
3.7 IZOLACIJA VIRIONOV 
Po 16 urnem stresanju smo bakterijske kulture (3.6) centrifugirali 10 minut s 16900 g pri 4 
°C. PEG/NaCl smo pripravili tako, da smo v čašo zatehtali 200 g PEG-8000 in 150 g NaCl 
in v čašo dolili bidestilirano do oznake enega litra. Pripravljeno zmes smo mešali do nastanka 
homogene raztopine in jo avtoklavirali. Supernatante smo prenesli v nove centrifugirke in 
jim dodali raztopino PEG/NaCl v volumskem razmerju 4:1. Zmes smo 1 uro inkubirali na 
ledu in jo nato centrifugirali 15 minut s 15900 g pri 4 °C. Po centrifugiranju smo supernatant 
odstranili in usedlino (precipitirane bakteriofage) suspendirali v 1 mL fosfatnega pufra 
(PBS), ter suspenzijo prenesli v mikrocentrifugirke. Vsebino mikrocentrifugirk smo 
centrifugirali 10 minut z 11600 g pri 4 °C. Supernatant smo prenesli v novo 
mikrocentrifugirko in mu dodali 250 µL PEG/NaCl, čemur je sledila 20 minutna inkubacija 
na ledu. Po inkubaciji smo vsebino centrifugirali 5 minut s 3000 g pri 4 °C ter odstranili 
supernatant. Usedlino smo suspendirali v 500 µL PBS in centrifugirali 5 minut s 16900 g pri 
4 °C. Supernatant smo prenesli v nove mikrocentrifugirke, ki smo jih shranili pri 4 °C. 
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Pred shranjevanjem smo s spektrofotometrom NanoDrop izmerili absorbanco suspenzije 
bakteriofagov pri 269 nm in 320 nm. Z uporabo enačbe (1) smo izračunali koncentracijo 






Š𝑡𝑒𝑣𝑖𝑙𝑜 𝑏𝑎𝑧𝑛𝑖ℎ 𝑝𝑎𝑟𝑛𝑜𝑣 𝑛𝑎 𝑣𝑖𝑟𝑜𝑛
             … (1) 
3.8 PRIMERJALNA OCENA AFINITETE 
Za primerjalno oceno afinitete na fagmidnih virionih izraženih peptidov do človeških IgG 
smo uporabili metodo ELISA. Vdolbinice mikrotitrske ploščice (MaxiSorp 96, Nunc) smo 
prevlekli s človeškimi polispecifičnimi IgG (Octagam, Octapharm) tako, da smo v 
vdolbinice 16 ur pred testom nanesli 50 µL raztopine Octagama, redčenega v pufer PBS, s 
koncentracijo 5 µg/mL. Po 16 urah inkubacije pri 4 °C smo iz vdolbinic odstranili tekočino. 
Nato smo vanje nanesli 250 µL 5% posneto mleko v prahu, redčeno v PBS, in inkubirali 1 
uro pri sobni temperaturi. Nato smo tekočino odstranili in vdolbinice dvakrat sprali s po 300 
µL PBST (pufer PBS z 0,1 % Tween-20). Iz vdolbinic smo odstranili tekočino in vanje 
dodali 100 µL virionov, ki smo jih predhodno redčili v 0,5 % posnetem mleku v prahu v 
PBS, tako da je bil titer virionov v posamezni vdolbinici 2×109 ali 5×1010. Vsak poskus s 
posameznim klonom in pripadajočo negativno kontrolo smo izvedli v treh, oziroma v 
nekaterih primerih v šestih ponovitvah. Sledila je 1,5-urna inkubacija, po kateri smo tekočino 
iz vdolbinic odstranili in vdolbinice štirikrat sprali s po 300 µL PBST. Po spiranju smo 
tekočino odstranili in v vdolbinice nanesli po 100 µL raztopine označenih protiteles anti-
M13/HRP (GE Healthcare), ki so bila predhodno redčena z 0,5% mlekom v prahu v PBS v 
razmerju 1:5000. Sledila je enourna inkubacija pri sobni temperaturi. Po inkubaciji smo 
vdolbinice ponovno štirikrat sprali in vanje dodali po 200 µL raztopine kromogenega 
substrata TMB, po 10 minutah pa encimsko reakcijo ustavili z dodatkom 50 µL 2 M H2SO4. 
Nato smo izmerili absorbanco pri 450 nm. 
3.8.1 Primerjalna ocena afinitete z redčitveno vrsto 
Za primerjalno oceno afinitete z redčitveno vrsto klonov smo uporabili metodo ELISA. 
Mikrotitrsko ploščico smo pripravili enako kot v poglavju 3.8. Pred nanosom virionov na 
mikrotitrsko ploščico smo le-te v drugi mikrotitrski ploščici serijsko redčili na način, da smo 
v prvo vdolbinico v stolpcu nanesli 1 mL v 5% posnetem mleku v prahu v PBS redčenega 
klona. Nato smo polovico volumna vdolbinice prenesli v naslednjo vdolbinico v stolpcu, v 
katero smo predhodno dodali 500 µL 5% posnetega mleka v prahu v PBS in raztopino dobro 
premešali. To smo ponovili za vsako naslednjo vdolbinico v posameznem stolpcu. Tako 
pripravljene virione smo nanesli na prvotno mikrotitrsko ploščico. Pri prvi redčitveni vrsti 
smo tako analizirali razpon titrov virionov med 7,81×108 in 1011, pri drugi redčitveni vrsti 
pa smo analizirali razpon titrov virionov med 1,95×108 in 2,5×1010. Vsakemu stolpcu s 
posameznim serijsko redčenim klonom je sledil stolpec s pripadajočo negativno kontrolo. 
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Kot negativna kontrola so nam služile vdolbinice, na katerih površino nismo adsorbirali 
človeških IgG (Octagam). Preostanek poskusa in merjenje absorbance smo izvedli tako kot 
v poglavju 3.8. 
3.9 MATEMATIČNO PREDVIDEVANJE PARAMETROV ZASNOVANIH PEPTIDOV 
Za namene analize vplivov aminokislinskih ostankov v peptidih smo z uporabo orodja 
ProtParam (Gasteiger in sod., 2005) izračunali indeks nestabilnosti in indeks GRAVY. 
3.9.1 Izračun indeksa nestabilnosti 
Indeks nestabilnosti podaja oceno stabilnosti proteina. Temelji na statistični analizi 
dipeptidnih motivov, ki je pokazala, da obstaja statistično značilna povezava med 
določenimi dipeptidnimi motivo in nestabilnostjo peptidov (Guruprasad in sod. 1990). Na 
osnovi tega se dipeptidnim motivom določi utež glede na njihov vpliv na stabilnost celotnega 
peptida. Z enačbo (2) smo nato izračunali indeks nestabilnosti zasnovanih linearnih različic 
peptida. 
𝐼𝑛𝑑𝑒𝑘𝑠 𝑛𝑒𝑠𝑡𝑎𝑏𝑖𝑙𝑛𝑜𝑠𝑡𝑖 =  (
10
𝐿
) × ∑ 𝐷𝐼𝑊𝑉(× [𝑖] × [𝑖 + 1])𝑖=𝐿−1𝑖=1          … (2)  
kjer je L dolžina aminokislinskega zaporedja, DIWV pa je utežna vrednost nestabilnosti 
dipeptida z začetkom na mestu i. 
3.9.2 Izračun indeksa GRAVY 
Indeks GRAVY temelji na seštevku hidropatičnih vrednosti posameznih aminokislin 
(preglednica 11), ki ga nato delimo s številom aminokislinskih ostankov v zaporedju (Kyte 
in Doolittle, 1982). 
Preglednica 11: Prikaz uporabljenih hidropatičnih vrednosti posameznih aminokislin 
Aminokislina Hidropatična 
vrednost 
Aminokislina Hidropatična vrednost 
Alanin 1,8 Levcin 3,8 
Arginin -4,5 Lizin -3,9 
Asparagin -3,5 Met 1,9 
Asparaginska kislina -3,5 Fenilalanin 2,8 
Cistein 2,5 Prolin -1,6 
Glutamin -3,5 Serin -0,8 
Glutaminska kislina -3,5 Treonin -0,7 
Glicin -0,4 Triptofan -0,9 
Histidin -3,2  Tirozin -1,3 
Izolevcin 4,5 Valin 4,2 
  
31 
Martinšek K. Poskus optimizacije peptidnih ligandov regije Fc imunoglobulinov G. 
   Mag. delo. Ljubljana, Univ. v Ljubljani, Biotehniška fakulteta, Študij biotehnologije, 2021  
 
 
4 REZULTATI Z RAZPRAVO 
4.1 KVALITATIVNA OCENA AFINITETE FAGNIH KLONOV Z IZPOSTAVLJENIMI 
CIKLIČNIMI PEPTIDI 
Kot je opisano v poglavju 3.8, smo izvedli test ELISA, s katerim smo primerjalno ovrednotili 
afiniteto izbranih bakteriofagnih klonov z izpostavljenimi cikličnimi in linearnimi peptidi. 
Analizirali smo 6 zasnovanih peptidov. Kot je razvidno iz aminokislinskih zaporedij v 
preglednici 12, peptida, predstavljena na klonih z oznako 2H in 6C, nista bila podvržena 
ciklizaciji in smo ju uporabili za primerjavo afinitete vezave z afiniteto vezave cikličnih 
različic peptida. S 6C smo poleg tega analizirali še vpliv dodanega linkerja na afiniteto 
vezave. Peptidi, predstavljeni na klonih z oznako 2C, 5C, 4C in 3C predstavljajo ciklične 
različice, kar smo dosegli z vnosom dveh cisteinov na različna mesta v aminokislinskem 
zaporedju peptida. Klona z oznakama Min-19FcD in Min-19FcQ sta služila kot pozitivna 
kontrola, hkrati pa je Min-19FcQ predstavljal tudi referenčno afiniteto vezave, s katero smo 
normalizirali pri testu ELISA izmerjene signale. S tem smo preizkusili hipotezo, da 
ciklizacija peptida pripomore k zmanjšanju konformacijske svobode in ima pozitiven vpliv 
na afiniteto vezave peptidov. 
Kot negativna kontrola (NK) so nam služile vdolbinice, na katere nismo adsorbirali 
človeških IgG (Octagam). Relativno nizke in konstantne absolutne vrednosti negativnih 
kontrol nakazujejo na odsotnost nespecifičnih vezav bakteriofagov na polistirensko površino 
mikrotitrskih ploščic. 
Preglednica 12: Nabor testiranih klonov z izpostavljenimi cikličnimi peptidi s pripadajočimi 
aminokislinskimi zaporedji. Z enako barvo so označeni aminokislinski ostanki na enakem mestu. Podčrtane 
aminokisline predstavljajo dodan linker. 









Kot je razvidno iz slike 9, je najvišjo normalizirano afiniteto vezave izkazoval klon z oznako 
4C, drugo najvišjo pa klon Min-19FcD. Ostali kloni so izkazovali nižje afinitete vezave. 
Potrebno je izpostaviti, da je klon Min-19FcQ v nadaljnjih testih ELISA izkazoval višjo 
afiniteto vezave v primerjavi s klonom Min-19FcD (sliki 10 in 12). 
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Obstaja verjetnost, da je zaradi visokega titra virionov, uporabljenega v testu ELISA, prišlo 
do doseganja platoja signala in s tem do popačenja vrednosti afinitete vezave. Za potrditev 
slednjega bi morali poskus ponoviti pri nižjem titru virionov, za kar pa se nismo odločili, saj 
ciklične različice peptidov niso bile del izvorne knjižnice in zanje nismo imeli rezultatov 
obogatitve. 
Iz rezultatov poskusa ne moramo sklepati o vplivih ciklizacije peptidov na afiniteto vezave. 
Kljub visoki vrednosti afinitete klona 4C pri primerjavi s klonoma 5C in 3C, ki sta klonu 4C 
po zgradbi najbližja, opazimo, da zamik cisteina v aminokislinskem zaporedju zgolj za eno 
mesto povzroči drastičen upad afinitete vezave. V nasprotju s klonoma 5C in 3C pa je upad 
afinitete vezave pri klonu 2C bistveno manjši kljub večjemu zamiku cisteinov v 
aminokislinskem zaporedju in daljšemu linkerju. Prav tako ciklizirana različica peptida, 
izpostavljena na klonu 2C, ni dosegla bistveno višje vrednosti afinitete vezave v primerjavi 
z ne-ciklizirano različico peptida, izpostavljeno na 6C. Zaradi nasprotujočih rezultatov smo 
hipotezo o pozitivnih vplivih ciklizacije ovrgli in se v nadaljevanju osredotočili izključno na 
linearne različice peptida. 
 
Slika 9: Rezultati testa ELISA vezave bakteriofagnih klonov z izpostavljenimi cikličnimi peptidi. Z različnimi 
barvami so prikazane normalizirane povprečne vrednosti afinitete vezave s pripadajočimi normaliziranimi 
standardnimi odkloni. Normalizirane vrednosti odzivov negativnih kontrol (v odsotnosti človeških IgG) so 
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4.2 KVALITATIVNA OCENA AFINITETE FAGNIH KLONOV S 
PREDSTAVLJENIMI LINEARNIMI PEPTIDI IN NJIHOVA POSTOPNA 
SELEKCIJA 
Kot je opisano v poglavju 3.8, smo izvedli štiri teste ELISA, s katerimi smo ovrednotili 
afiniteto izbranih bakteriofagnih klonov in posredno sklepali na afiniteto zasnovanih 
peptidov. Klona z oznakama Min-19FcD in Min-19FcQ sta služila kot pozitivna kontrola, 
hkrati pa je Min-19FcQ predstavljal tudi referenčno afiniteto vezave, s katero smo za namene 
primerjave med testi ELISA normalizirali pri testu ELISA izmerjene signale zasnovanih 
peptidov (Preglednica 13). Kljub uporabi monovalentnega formata predstavitve na 
bakteriofagu in normalizaciji vrednosti afinitete vezave niso primerljive med posameznimi 
testi ELISA, kot je razvidno iz spodnjih grafov. 
Preglednica 13: Nabor testiranih klonov z izpostavljenimi peptidi s pripadajočimi aminokislinskimi zaporedji. 
Z enako barvo so označene aminokislinski ostanki na enakem mestu v zaporedju. 




















Kot negativna kontrola (NK) so nam služile vdolbinice brez adsorbiranih človeških IgG. 
Relativno nizke in tekom nadaljnjih analiz konstantne absolutne vrednosti negativnih kontrol 
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4.2.1 Prvi test ELISA 
S prvim testom ELISA smo analizirali vseh 17 zasnovanih klonov z izpostavljenimi 
linearnimi peptidi (A - R). S slike 10 je razvidno, da so najvišjo normalizirano vrednost 
afinitete vezave izkazovali kloni A, G in L. Kloni z oznako C, I in N so izkazovali najnižje 
vrednosti absorbanc z majhnimi standardnimi odkloni vrednosti, zaradi česar smo jih izločili 
iz nadaljnjih testov ELISA. 
 
Slika 10: Rezultati prvega testa ELISA vezave bakteriofagnih klonov. Z različnimi barvami so prikazane 
normalizirane povprečne vrednosti absorbanc s pripadajočimi normaliziranimi standardnimi odkloni. 
Normalizirane vrednosti odzivov negativnih kontrol (v odsotnosti človeških IgG) so prikazane z oranžno barvo. 
4.2.2 Določanje platoja signala testa ELISA 
Zaradi precej podobnih najvišjih vrednosti ocenjene afinitete vezave (Slika 10) in suma na 
doseganja platoja signala smo pred nadaljnjimi selekcijskimi testi ELISA izvedli test ELISA 
z redčitveno vrste klonov, kot je opisano v poglavju 3.8.1. Kot je razvidno iz slike 10A, je 
bil sum o platoju signala utemeljen, zaradi česar smo test ELISA z redčitveno vrsto ponovili 
pri nižjem začetnem titru virionov (Slika 11B) in na podlagi rezultatov le-tega zmanjšali titer 
virionov s prvotnega 5×1010 na 2×109, ki smo ga nato uporabljali pri nadaljnjih selekcijskih 
testih ELISA. Rezultati redčitvene vrste in nižji uporabljen titer virionov sta povečala tudi 
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Slika 11: Rezultati testa ELISA z redčitveno vrsto. Z različnimi barvami so prikazane vrednosti absorbanc 
posameznih klonov pri različnih titrih. (A) Prikaz doseženih absorbanc posameznih klonov v razponu titrov 
virionov med 7,81×108 in 1011. (B) Prikaz doseženih vrednosti afinitet vezave posameznih klonov v razponu 
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4.2.3 Drugi test ELISA 
Z drugim testom ELISA smo analizirali 14 preostalih zasnovanih peptidov pri prej 
omenjenem nižjem titru virionov. Normalizirane vrednosti doseženih absorbanc so 
prikazane na sliki 12. Ponovno so najvišjo afiniteto vezave izkazovali kloni z oznako A, G 
in L, ter poleg teh še klona B in K. Zaradi relativno visokega standardnega odklona pri klonu 
K nismo bili popolnoma prepričani o njegovi pravi vrednosti afinitete vezave. V tem koraku 
smo iz selekcije z dokaj visokim zaupanjem na osnovi njihovih relativno nizkih ocenjenih 
afinitet vezave izločili klone z oznako D, E, F, H, J, M in P. 
 
Slika 12: Rezultati drugega testa ELISA vezave bakteriofagnih klonov. Z različnimi barvami so prikazane 
normalizirane povprečne vrednosti absorbanc s pripadajočimi normaliziranimi standardnimi odkloni. 
Normalizirane vrednosti odzivov negativnih kontrol (v odsotnosti ćloveških IgG) so prikazane z oranžno barvo. 
4.2.4 Tretji test ELISA in enosmerna analiza variance (ANOVA) 
S tretjim testom ELISA smo ponovno analizirali 8 preostalih peptidov. Normalizirane 
vrednosti absorbanc so prikazane na sliki 13. Tokrat so najvišjo afiniteto vezave izkazovali 
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Slika 13: Rezultati tretjega testa ELISA vezave bakteriofagnih klonov. Z različnimi barvami so prikazane 
normalizirane povprečne vrednosti absorbanc s pripadajočimi normaliziranimi standardnimi odkloni. 
Normalizirane vrednosti odzivov negativnih kontrol (v odsotnosti človeških IgG) so prikazane z oranžno 
barvo. 
Zaradi precej podobnih doseženih vrednosti absorbanc posameznih klonov, na podlagi le-
teh nismo mogli izločiti klonov iz nadaljnje selekcije na objektiven način. Poleg tega je v 
nekaterih primerih objektivno izločanje oteževal relativno visok standardni odklon 
izmerjenih vrednosti absorbanc. V namen bolj objektivnega izločanja klonov smo uporabili 
enosmerno analizo variance ANOVA, ki nam je omogočila primerjavo razlik znotraj parov 
klonov. V vsakem paru smo statistično ovrednotili razlike med relativno vrednostjo afinitete 
klona A in vrednostmi relativnih afinitet ostalih klonov. Rezultati enosmerne analize 
variance ANOVA so prikazani v preglednici 14. 
Preglednica 14: Rezultati enosmerne analize variance ANOVA na osnovi rezultatov tretjega testa ELISA. 
Par A/B A/G A/L A/K A/O A/R A/Min-19FcQ 
Vrednost F testa 1,800 10,146 1,124 6,329 3,146 0,498 46,496 
Kritična vrednost 
F testa 
7,709 7,709 7,709 5,591 5,117 5,591 5,591 
p vrednost 0,251 0,033 0,349 0,040 0,110 0,503 p < 0,001 
Iz rezultatov enosmerne analize variance ANOVA je razvidno, da ob predpostavki 5 % 
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[F(1,4) = 10,146, p = 0,033], ter med klonoma A in K [F(1,4) = 6,329, p = 0,040]. Med 
ostalimi pari klonov ni bilo statistično značilnih razlik. Na podlagi statistično značilnih razlik 
med klonoma A in G ter nizke normalizirane vrednosti afinitete vezave klona G, smo le tega 
zanesljivo izločili iz nadaljnje selekcije. Kot zadnjega smo izločili klon z oznako B, kljub 
statistično neznačilnim razlikam med klonoma A in B [F(1,4) = 1,800, p = 0,251] in relativno 
visoki vrednosti afinitete vezave. Naša odločitev je pri tem temeljila na razlikah v 
aminokislinskem zaporedju klona B glede na aminokislinska zaporedja preostalih klonov. 
Klon B ima namreč na šestem mestu v aminokislinskem zaporedju prisoten glutamin, vsi 
ostali z izjemo klona R pa imajo na tem mestu prisoten asparagin, zaradi česar smo sklepali, 
da je verjetnost pozitivnega vpliva na afiniteto vezave večja v primeru prisotnosti asparagina.  
4.2.5 Četrti test ELISA in enosmerna analiza variance (ANOVA) 
S četrtim testom ELISA smo analizirali 5 preostalih peptidov. Normalizirane vrednosti 
absorbanc za posamezne klone so prikazane na sliki 14. Naš cilj v tem koraku je bil določiti 
klon z najboljšo sposobnostjo vezave na regijo Fc IgG, kar je bil tudi osnovni cilj 
magistrskega dela. Najvišjo vrednost afinitete vezave je tudi tokrat dosegel klon z oznako 
A, kar je skladno s prejšnjimi testi ELISA.  
 
Slika 14: Rezultati četrtega testa ELISA vezave bakteriofagnih klonov. Z različnimi barvami so prikazane 
normalizirane povprečne vrednosti absorbanc s pripadajočimi normaliziranimi standardnimi odkloni. 
Normalizirane vrednosti odzivov negativnih kontrol (v odsotnosti človeških IgG) so prikazane z oranžno barvo. 
Na osnovi rezultatov četrtega testa ELISA smo izvedeli enosmerno analizo variance 
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Preglednica 15: Rezultati enosmerne analize variance ANOVA na osnovi rezultatov četrtega testa ELISA. 
Par A/L A/K A/O A/R A/Min-
19FcQ 
Vrednost F testa 40,687 8,844 322,831 146,784 501,859 
Kritična vrednost F testa 4,600 4,600 4,600 4,600 4,600 
p vrednost p < 0,001 0,010 p < 0,001 p < 0,001 p < 0,001 
Iz rezultatov enosmerne analize variance ANOVA je ob predpostavki 5 % stopnje 
značilnosti razvidno, da znotraj vseh analiziranih parov obstajajo statistično značilne razlike 
med posameznimi kloni in klonom A. Glede na to, da je klon A dosegel najvišjo vrednost 
afinitete vezave, lahko zaključimo, da so vrednosti afinitete vezave ostalih klonov statistično 
značilno nižje od vrednosti klona A. 
Tako smo kot klon z najboljšo sposobnostjo vezave na osnovi ocenjene vrednosti afinitete 
vezave in enosmerne analize variance ANOVA izbrali klon z oznako A in aminokislinskim 
zaporedjem GSYWYNVWF. Visoka afiniteta vezave klona A je bila pričakovana, saj se je 
ta tekom presejalnih testov izvorne virusne knjižnice najbolj obogatil. Preostali kloni L, K, 
O in R pa so glede na rezultate presejalnih testov izvorne virusne knjižnice in testov ELISA 
izkazali višjo afiniteto vezave kot bi bilo pričakovati z njihove obogatitve. 
4.3 VPLIV POSAMEZNIH AMINOKISLINSKIH OSTANKOV NA AFINITETO 
VEZAVE ZASNOVANIH PEPTIDOV 
Z retrospektivno analizo aminokislinskih zaporedij izločenih klonov tekom posameznih 
selekcijskih testov ELISA lahko na podlagi le-teh kvalitativno ocenimo vpliv določenih 
aminokislinskih ostankov na afiniteto vezave peptida. Kruljec in sodelavci (2018) so že v 
svojem delu dokazali pomembnost aromatskih aminokislinskih ostankov in pokazali na 
vlogo posameznih ostankov z vidika afinitete vezave peptida. Zaradi tega smo tekom 
magistrske naloge aminokislinske zamenjave uvedli zgolj na drugo, peto, šesto in sedmo 
mesto izhodiščnega aminokislinskega zaporedja GSYWYQVWF, za katere so dokazali, da 
v izhodiščnem aminokislinskem zaporedju nimajo večjega vpliva na afiniteto vezave. 
Že s prvega testa ELISA je razviden velik negativen vpliv zamenjave serina z bazičnim 
histidinom na drugem mestu v zaporedju. To je še posebej razvidno pri primerjavi klona M 
(GHYWYNVWF) z najuspešnejšim klonom, klonom z oznako A (GSYWYNVWF), pri 
katerih se izpostavljena peptida med seboj razlikujeta le na drugem mestu v zaporedju in je 
zato vpliv histidina še toliko bolj jasen (Sliki 10 in 12). Vse različice peptida, ki so vsebovale 
histidin (kloni z oznako C, I, M in N), so pri prvem testu ELISA izkazovale najnižje 
vrednosti afinitete vezave in smo jih, z izjemo klona M, izločili že v prvem krogu selekcije. 
Klon z oznako M smo ohranili za ponovno testiranje v okviru drugega testa ELISA, kjer je 
izkazoval najnižjo vrednost afinitete vezave. S tem smo potrdili domnevo o vplivu histidina. 
Nasprotno pa smo z zamenjavo serina na drugem mestu z asparaginom dosegli izboljšanje 
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afinitete vezave, kar je razvidno s primerjavo klona B (GNYWYQVWF) s klonom Min-
19FcQ (GSYWYQVWF). Klon B je v primerjavi s klonom Min-19FcQ tako pri drugem kot 
tudi pri tretjem testu ELISA izkazoval bistveno višjo afiniteto vezave (Sliki 12 in 13). Vzrok 
za to verjetno leži v dejstvu, da asparagin v svoji strukturi vsebuje amidno skupino, za katero 
so Johansson in sodelavci (1974) pokazali, da omogoča tvorbo številnejših in močnejših 
vodikovih vezi z drugimi amidnimi skupinami. To bi posledično lahko vplivalo na večjo 
afiniteto vezave asparagina v primerjavi s serinom, ki vsebuje zgolj hidroksilno skupino, saj, 
kot so dokazali Rutishauser in sodelavci (1968), aminokislinsko zaporedje regije Fc IgG 
vsebuje večje število asparaginskih in glutaminskih ostankov, ki imajo v svoji strukturi 
amidno skupino. Podobno smo pričakovali tudi pri zamenjavi serina z glutaminom, saj ima 
ta prav tako kot asparagin v svoji strukturi amidno skupino. S primerjavo vrednosti afinitete 
vezave klona G (GQYWYNVWF) in klona Min-19FcQ lahko vidimo, da je klon G 
izkazoval višjo afiniteto vezave (Sliki 12 in 13), ampak je pri tem potrebno upoštevati, da 
ima peptid izpostavljen na klonu G na šestem mestu glutamin zamenjan z asparaginom. To 
zamenjavo v nadaljevanju obravnavamo kot pozitivno, zato je nujno potrebno primerjati 
klon G s klonom A (GSYWYNVWF), pri katerih se izpostavljena peptida razlikujeta zgolj 
v ostanku na drugem mestu. S primerjavo relativnih afinitet vezave vidimo (Sliki 12 in 13), 
da klon A s serinom na drugem mestu izkazuje močnejšo vezavo, zaradi česar lahko 
zaključimo, da glutamin negativno vpliva na afiniteto vezave, a je ta vpliv majhen. Vnos 
asparaginske kisline na drugo mesto v peptidu je sodeč po primerjavi rezultatov klona K 
(GDYWFNVWF) in klona N (GHYWFNVWF) pozitivno vplival na afiniteto vezave (slika 
10), kar je presenetljivo z vidika zamenjav z asparaginsko kislino na ostalih mestih v 
zaporedju, ki so načeloma izkazovali negativen vpliv na afiniteto vezave. Razlog za to je 
verjetno, da prisotnost asparaginske kisline na drugem mestu skoraj ne vpliva na indeks 
nestabilnosti (Preglednica 16), kar ima pozitiven vpliv na afiniteto vezave. V primeru 
nadaljnjih raziskav bi bilo smotrno pripraviti dodatne različice peptida z asparaginsko kislino 
na drugem mestu, saj smo tekom našega dela analizirali zgolj en primer takšne različice 
peptida. Podoben pozitiven učinek smo opazili tudi pri zamenjavi serina z glicinom, a je ta 
učinek manjši kot pri zamenjavi z asparaginsko kislino. Problem pri primerjavi predstavlja 
dejstvo, da imamo za primerjavo na voljo zgolj peptidne različice, ki so bile podvržene več 
aminokislinskim zamenjavam, in zato težko sklepamo o individualnem vplivu vstavljenega 
glicina na drugem mestu v aminokislinskem zaporedju peptida. 
Na petem mestu v zaporedju smo izvedli zgolj eno zamenjavo, kjer smo aromatski tirozin 
zamenjali s sorodnim fenilalaninom. Ta zamenjava se je izkazala za neugodno z vidika 
afinitete vezave, kar je nazorno vidno s primerjavo klona A (GSYWYNVWF) s klonom O 
(GSYWFNVWF), pri katerih se izpostavljena peptida razlikujeta samo v ostanku na petem 
mestu (Sliki 13 in 14). Razlog za zmanjšanje afinitete vezave je morda povezan z dejstvom, 
da tirozin v primerjavi s fenilalaninom vsebuje eno hidroksilno skupino več in je zato 
sposoben tvoriti več interakcij z regijo Fc IgG. 
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Z zamenjavo polarnega glutamina s sorodnim asparaginom na šestem mestu v zaporedju 
smo dosegli najvišje izboljšanje afinitete vezave, kar je razvidno s primerjavo afinitete 
vezave klona A (GSYWYNVWF) s klonom min-19FcQ (GSYWYQVWF). Afiniteta vezave 
klona A je bila tako pri zadnjem testu ELISA skoraj dvakrat višja od afinitete vezave klona 
Min-19FcQ (slika 14). Podobno je zamenjava glutamina z bazičnim histidinom izboljšala 
afiniteto vezave, kar je vidno iz primerjave klona min-19FcQ (GSYWYQVWF) in klona F 
(GSYWYHVWF), kjer smo tako pri prvem kot tudi pri drugem testu ELISA opazili za 
četrtino višjo afiniteto vezave pri klonu F (Sliki 10 in 12). Za analizo vpliva zamenjave 
glutamina s serinom ne moremo izvesti neposredne primerjave z izvornim zaporedjem, saj 
imajo vsi peptidi s serinsko zamenjavo na šestem mestu dodatne zamenjave na preostalih 
mestih v zaporedju. Najboljšo primerjavo nam omogoča primerjava klona B 
(GNYWYQVWF) s klonom D (GNYWYSVWF), kjer se peptid, izpostavljen na klonu B, 
od izhodiščnega zaporedja razlikuje le v asparaginu na drugem mestu, peptid, izpostavljen 
na klonu D, pa ima poleg asparagina na drugem mestu, prisoten še serin na šestem mestu. 
Kot je razvidno z drugega testa ELISA (Slika 12), je klon B izkazoval bistveno višjo afiniteto 
vezave v primerjavi s klonom D, iz česar lahko sklepamo, da zamenjava glutamina s serinom 
negativno vpliva na afiniteto vezave peptida. Znižanje afinitete lahko ponovno poskusimo 
razložiti z razlikami med funkcionalnimi skupinami, prisotnimi na serinu oziroma 
glutaminu, kjer ima serin v stranski verigi prisotno hidroksilno skupino, glutamin pa ima 
namesto te prisotno amidno skupino, kar mu omogoča tvorbo številnejših in močnejših 
vodikovih vezi v primerjavi s serinom in s tem višjo afiniteto vezave. Prav tako se je 
zamenjava serina z glicinom izrazila za neugodno, kar lahko ugotovimo s primerjavo klona 
R (GGYWYSVWF) s klonom J (GGYWYGVWF) (Slika 12). Vzrok za to je verjetno 
odsotnost dodatnih funkcionalnih skupin na glicinu, kar zmanjša nabor interakcij, ki jih je 
sposoben tvoriti. O vplivu zamenjave glutamina z asparaginsko kislino lahko sklepamo s 
primerjavo klona Min-19FcQ (GSYWYQVWF) s klonom Min-19FcD (GSYWYDVWF). 
Iz rezultatov prvega in drugega testa ELISA je razvidno (sliki 10 in 12), da je omenjena 
sprememba povzročila zmanjšanje vezavne afinitete. Razlog za upad afinitete vezave je 
morda povezan z nabojem asparaginske kisline in njeno funkcionalno skupino, ki omogočajo 
manjšo tvorbo vodikovih vezi v primerjavi z glutaminom. Prav tako je lahko znižanje 
vezavne afinitete povezano z večjo nestabilnostjo peptida, izpostavljenega na Min-19FcD v 
primerjavi s peptidom na Min-19FcQ (Preglednica 16). 
Nepolarni valin na sedmem mestu v zaporedju je bil podvržen zamenjavi s sorodnima 
nepolarnima, a večjima izolevcinom in fenilalaninom, ter zamenjavi s polarnim glutaminom. 
V vseh primerih gre za zamenjavo z večjimi aminokislinskimi ostanki, katerih vpliv je 
razviden s primerjavo klona G (GQYWYNVWF) s klonom E (GQYWYNFWF), s 
primerjavo klona F (GSYWYHVWF) s klonom P (GSYWYHIWF) ter s primerjavo klona I 
(GHYWYDQWF) s klonom M (GHYWYNVWF). Kot je razvidno iz rezulatov testov 
ELISA (Sliki 10 in 12) in izračuna indeksa nestabilnosti (preglednica 16), se je zamenjava 
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valina v vseh primerih odrazila v znižanju afinitete vezave, kar korelira z velikim zvišanjem 
indeksa nestabilnosti med primerjanimi kloni. 
4.4 CELOKUPNI VPLIV AMINOKISLINSKEGA ZAPOREDJA NA AFINITETO 
VEZAVE ZASNOVANIH PEPTIDOV 
Za namene analize celokupnih vplivov aminokislinskih zaporedij na njihovo afiniteto vezave 
smo za zasnovana linearna aminokislinska zaporedja z uporabo računskega modela 
(Kozlowski, 2016) predvideli izoelektrično točko peptidov in njihovo maso, ter ocenili 
njihovo hidropatičnost na osnovi indeksa GRAVY (3.9.2) in izračunali indeks nestabilnosti 
(3.9.1). Rezultati so prikazani v preglednici 16. 
Preglednica 16: Prikaz zasnovanih klonov s pripadajočimi molekulskimi masami izpostavljenih peptidov, 
njihovimi vrednostmi izoelektričnih točk, indeksom GRAVY in indeksom nestabilnosti. Pozitivna vrednost 
indeksa GRAVY nakazuje na hidrofoben peptid, negativna vrednost pa nakazuje na hidrofilen peptid. 
Absolutne vrednosti indeksa nestabilnosti, večje od 40, nakazujejo na nestabilnost peptida, vrednosti, manjše 











Min-19FcD GSYWYDVWF 1279,37 3,14 -0,25 22,31 
K GDYWFNVWF 1290,40 3,14 -0,11 -1,37 
I GHYWYDQWF 1358,43 4,96 -1,26 66,25 
C GHYWYDVWF 1329,44 4,96 -0,49 66,25 
E GQYWYNFWF 1367,49 5,87 -0,66 -23,94 
B GNYWYQVWF 1319,44 5,87 -0,52 -17,40 
G GQYWYNVWF 1319,44 5,87 -0,52 -8,91 
D GNYWYSVWF 1278,39 5,87 -0,25 -9,86 
A GSYWYNVWF 1278,39 5,87 -0,25 -1,37 
Min-19FcQ GSYWYQVWF 1292,42 5,87 -0,25 -8,91 
R GGYWYSVWF 1221,34 5,87 0,06 2,48 
J GGYWYGVWF 1134,26 5,87 0,16 -7,79 
L GNYWFNVWF 1289,41 5,92 -0,11 -9,86 
H GQYWFNVWF 1303,44 5,92 -0,11 -8,91 
O GSYWFNVWF 1262,39 5,92 0,16 -1,37 
M GHYWYNVWF 1328,45 7,68 -0,49 42,57 
F GSYWYHVWF 1301,43 7,68 -0,22 10,97 
P GSYWYHIWF 1315,45 7,68 -0,19 54,91 
N GHYWFNVWF 1312,45 7,73 -0,08 42,57 
Iz preglednice 16 je jasno razvidno, da se zasnovani peptidi med seboj precej razlikujejo v 
vrednosti izoelektrične točke. Prav te razlike bi nam lahko pomagale pri interpretaciji razlik 
v afiniteti vezave med kloni. Yang in sodelavci (2019) so v svoji raziskavi dokazali, da ima 
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podrazred IgG1 svojo izoelektrično točko umeščeno pri vrednosti 8,2. Ker smo tekom testov 
ELISA uporabljali pufersko raztopino s pH vrednostjo 7,4, lahko sklepamo, da so protitelesa, 
vezana na površini vdolbinic, imela majhen pozitiven naboj. Nasprotno pa so na virionih 
izpostavljeni peptidi v večini imeli negativen naboj, na podlagi katerega lahko sklepamo, da 
je z vzpostavitvijo elektrostatskih privlakov pripomogel k afiniteti vezave peptidov na regijo 
Fc IgG. Izjema pri tem so kloni z izoelektrično točko pri vrednosti 7,68 oziroma 7,73, ki so 
bili pri dani pH vrednosti rahlo pozitivno nabiti, zaradi česar lahko v kombinaciji z rezultati 
testov ELISA sklepamo, da je prišlo do pojava odbojnih ionskih interakcij, ki so negativno 
vplivale na afiniteto vezave. Potrebno je izpostaviti, da smo pri omenjenih klonih, z izjemo 
klona F, izračunali visoke vrednosti indeksa nestabilnosti, ki nakazujejo na nestabilnost 
peptidov, izpostavljenih na virionih, kar ima morda celo večji negativen vpliv na afiniteto 
vezave kot pojav odbojnih ionskih interakcij. 
Za klone z izpostavljenimi peptidi, ki imajo najnižjo vrednost izoelektrične točke, bi lahko 
sklepali, da bodo pri dani vrednosti pH najbolj negativno nabiti in bodo zato tvorili 
najmočnejše elektrostatske privlake. To lahko potrdimo s peptidom, predstavljenim na klonu 
K, ki je tekom testov ELISA izkazal drugo najmočnejšo afiniteto vezave. Klona I in C, ki 
mu sledita, sta tekom testov ELISA kljub nizki vrednosti izoelektrične točke dosegla ene 
najnižjih vrednosti afinitete vezave. Za ta klona na osnovi indeksa nestabilnosti sklepamo, 
da je imela na afiniteto vezave poglaviten negativen vpliv nestabilnost izpostavljenega 
peptida, ki je pri omenjenih klonih ena najvišjih v celotnem naboru peptidov. Zanimivo je 
tudi, da klon I izkazuje visoko negativno vrednost indeksa GRAVY, kar nakazuje na 
močnejšo hidrofilnost izpostavljenega peptida v primerjavi z ostalimi. Močnejša hidrofilnost 
bi prav tako lahko imela vpliv na afiniteto vezave.  
Za preostale peptide, predstavljene na virionih, o vplivih na afiniteto vezave ne moremo 
sklepati na podlagi vrednosti izoelektrične točke, vrednosti indeksa GRAVY in indeksa 
nestabilnosti. Prav tako so molekulske mase izpostavljenih peptidov dokaj podobne med 
sabo, zato sklepamo, da niso imele večjega vpliva na razlike v afiniteti vezave med kloni. 
Zanimivo je, da štirje od petih najuspešnejših klonov (kloni A, L, O, R) z vidika afinitete 
vezave ne spadajo v ekstreme po vrednosti izoelektrične točke. Prav tako je vseh pet 
najuspešnejših klonov, z manjšo izjemo klona L, izjemno stabilnih z nizkimi vrednostmi 
indeksa nestabilnosti (0 ± 3). Nobeden od naštetih klonov tudi ne izkazuje izrazite 
hidrofobnosti oziroma hidrofilnosti z vrednostmi indeksa GRAVY v bližini 0.  
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Z zasnovo in analizo cikličnih različic smo pridobili peptid GSYWYCVWFGDDDDCDDK, 
ki je sicer izkazoval bistveno višjo afiniteto vezave, a zaradi nasprotujočih si rezultatov 
ostalih peptidov nismo izvedli dodatnih analiz, ki bi bile potrebne za dokončno potrditev ali 
ovržbo hipoteze o pozitivnih vplivih ciklizacije na afiniteto vezave. 
Tekom štirih krogov selekcije smo med zasnovanimi linearnimi različicami izhodiščnega 
peptida kot najboljši peptidni ligand IgG izbrali GSYWYNVWF. Ta peptid v primerjavi z 
izhodiščnim peptidom GSYWYQVWF izkazuje bistveno, do skoraj dvakrat višjo afiniteto 
vezave na regijo Fc IgG. Končno izbiro peptida smo podkrepili z izvedbo enosmerne analize 
variance ANOVA, ki je pokazala statistično značilno višjo afiniteto izbranega peptida v 
primerjavi z ostalimi. S tem smo potrdili našo drugo hipotezo. Kot predlog za nadaljnjo 
raziskovanje predlagamo zamenjavo serina na drugem mestu v peptidu GSYWYNVWF z 
asparaginom ali asparaginsko kislino, kar bi po rezultatih sodeč lahko pripeljalo do še višje 
afinitete vezave peptida na regijo Fc IgG. 
Z bioinformacijsko analizo aminokislinskih zaporedij zasnovanih peptidov smo za le-te 
določili indeks nestabilnosti in na podlagi tega ponudili razlago za nizko afiniteto vezave 
nekaterih linearnih peptidov. Za nadaljnje raziskave predlagamo še dodatno 
bioinformacijsko analizo oziroma računalniško modeliranje interakcij med peptidom in 
regijo Fc IgG, ki bi nam pomagala bolje razumeti vpliv posameznih aminokislin. 
Na opaženo navidezno afiniteto peptidov bi lahko vplivala tudi sposobnost translokacije 
fuzijskega proteina peptid-p3 v periplazmo bakterij in s tem na vgradnjo v nastajajoče 
virione. Zaradi tega bi lahko kljub precejšnji podobnosti aminokislinskih zaporedij peptidov 
teoretično prišlo do manjših razlik pri predstavitvi peptidov na bakteriofagu in s tem do 
razlik v opaženi afiniteti. 
Kljub uporabi monovalentnega formata predstavitve na bakteriofagu in normalizaciji 
ocenjenih vrednosti afinitete vezave, le-te niso primerljive med posameznimi testi ELISA, 
in sicer zato, ker imajo v nekaterih primerih relativno visoke standardne odklone. Zaradi 
tega bi morali za potrditev tretje hipoteze poskus ponoviti in poskusiti zmanjšati človeški 
faktor, ki verjetno botroval k visokim standardnim odklonom v nekaterih primerih. 
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Imunoglobulini G so najpogostejši razred protiteles v človeškem telesu, znotraj katerega 
ločimo še štiri podrazrede. Podobno kot ostali razredi protiteles so IgG sestavljeni iz dveh 
identičnih težkih verig (γ) in dveh lahkih verig (κ ali λ), ki so razdeljene na posamezne 
domene. Zaradi različnih funkcij posameznih regij protitelesa, le-ta delimo na antigen 
vezavno regijo in kristalizabilno regijo. 
Sposobnost protiteles za močno in specifično vezavo na določen epitop antigena je 
omogočila razvoj raznovrstnih aplikacij na področju zdravljenja, diagnostike in 
molekularno-bioloških raziskav. Večja aplikativnost protiteles pa je neposredno povezana z 
vedno večjo potrebo po protitelesih, čemur skuša slediti tudi proizvodnja oziroma 
pridobivanje protiteles. Za pridobivanje protiteles je bil ključen razvoj hibridomske 
tehnologije, ki je omogočil pridobivanje monoklonskih protiteles, a se je kmalu pojavila 
težava v obliki aktivacije človeškega imunskega odziva ob večkratnem vnosu mišjih 
monoklonskih protiteles. Razvoj genskega inženirstva je omogočil pridobivanje himernih, 
humaniziranih in humanih protiteles, ki so manj imunogena, prav tako pa so z uporabo 
genskega inženirstva rešili problem vezave protiteles na človeški FcR. Zadnja večja 
inovacija za razvoj protiteles je bila razvoj tehnologije predstavitve na bakteriofagu in 
virusnih knjižnic. Predstavitev na bakteriofagu v kombinaciji s konstruiranimi knjižnicami 
omogoča hitro sintezo, selekcijo večjega števila variant protiteles in razvoj protiteles proti  
antigenom, ki so za živali toksični. 
Za namene izolacije in čiščenja monoklonskih protiteles pretežno uporabljamo afinitetno 
kromatografijo s stafilokoknim proteinom A (SpA). Kljub temu da je SpA visokospecifičen 
ligand, ima številne pomanjkljivosti, kot so slaba stabilnost liganda, njegova visoka cena in 
nezmožnost vezave IgG3. Zaradi tega se raziskovalci že dlje časa trudijo razviti alternativo. 
Ena izmed možnih alternativ so sintezni peptidni ligandi, ki jih odlikujejo nižja cena, manjša 
imunogenost in odpornost na denaturante. Prav tako peptidni ligandi izkazujejo nižjo 
afiniteto vezave, kar omogoča elucijo pri milejših elucijskih pogojih. 
Tekom magistrskega dela smo na osnovi indeksa obogatitve pri afinitetni selekciji peptidnih 
ligandov iz knjižnice, predstavljene na bakteriofagu, izbrali najobetavnejše vezalce IgG. Na 
podlagi aminokislinskih zaporedij najvišje razvrščenih peptidov smo načrtovali pare 
sinteznih komplementarnih oligonukleotidov. S hibridizacijo takih oligonukleotidov smo 
tvorili inserte, ki smo jih tekom ligacijske reakcije vstavili v vektor pIT2-SL. S 
pripravljenimi vektorji smo transformirali celice E. coli, ki smo jih v nadaljevanju 
superinfecirali s pomožnim bakteriofagom KM13. To je omogočilo tvorbo virionov s 
površinsko izraženimi zasnovanimi peptidnimi različicami. Z aplikacijo niza testov ELISA 
smo nato ocenili afiniteto izpostavljenih peptidov in vršili njihovo postopno selekcijo. 
Izločanje peptidnih različic iz selekcije smo podprli z izvedbo enosmerne analize variance 
ANOVA. V končni fazi smo kot peptid z najboljšo sposobnostjo vezave IgG na osnovi 
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ocenjene relativne vrednosti afinitete vezave in enosmerne analize variance ANOVA izbrali 
peptid z aminokislinskim zaporedjem GSYWYNVWF.  
Razloge za razlike v afiniteti vezave med peptidnimi različicami smo poskusili razložiti z 
analizo posameznih aminokislinskih zamenjav. Zamenjavo serina na drugem mestu z 
asparaginom in asparaginsko kislino smo z vidika afinitete vezave ovrednotili kot pozitivno, 
zamenjave s histidinom in glutaminom pa kot negativne. Zamenjave glutamina na šestem 
mestu z asparaginom in histidinom so se izkazale za ugodne, zamenjave s serinom in 
glicinom pa kot neugodne. Vse zamenjave na petem in sedmem mestu smo ovrednotili kot 
neugodne z vidika afinitete vezave. 
Poleg analize vpliva posameznih aminokislinskih zamenjav smo analizirali tudi celokupni 
vpliv aminokislinskega zaporedja na afiniteto vezave zasnovanih peptidov. V ta namen smo 
uporabili bioinformacijska orodja, s katerimi smo na podlagi aminokislinskih ostankov v 
zaporedju določili maso peptidov in njihovo izoelektrično točko, ter izračunali indeks 
GRAVY in indeks nestabilnosti. Naš zaključek je bil, da masa zaradi podobnosti le-te med 
peptidi verjetno nima vpliva na afiniteto vezave. Podobno nam tudi indeks GRAVY, z 
določenimi izjemami, ni omogočil razlage razlik med peptidi. V nasprotju s tem pa nam je 
indeks nestabilnosti omogočil obrazložitev najnižjih vrednosti afinitete vezave, saj so le-te 
sovpadale z najvišjimi vrednostmi indeksa nestabilnosti. Določeno mero razlage nam je 
omogočila tudi ocena izoelektrične točke. 
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